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Modifications in intermediary metabolism allow the maintenance of the high 
proliferation levels exhibited by cancer cells and are essential during the process of cell 
transformation and tumour progression. Although a connection between cellular 
metabolism and tumorigenesis was first proposed 100 years ago, the molecular 
mechanisms that interconnect the signalling pathways controlling metabolism and cell 
growth have only begun to be elucidated. One of the plausible links between cell 
metabolism and cancer is the fuel-sensing enzyme 5'-AMP-activated protein kinase 
(AMPK). This kinase has a major role in the regulation of glucose, lipid and protein 
metabolism in response to stimuli such as changes in fuel availability, oxidative stress, 
heat shock and hormones. AMPK is a heterotrimer that contains one catalytic (α1 or 
α2), one regulatory (β1 or β2) and one AMP/ATP binding (γ1, γ2 or γ3) subunit.
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Decreases in the cellular energy state, as reflected by an increase in the AMP/ATP ratio, 
induces conformational changes in AMPK that makes it susceptible to phosphorylation 
and activation by AMPK kinases. Once activated AMPK restores energetic balance 
exerting direct effects on specific enzymes and transcriptional regulators stimulating 
catabolic pathways that enhance ATP generation and inhibiting others that consume 
ATP but are not necessary acutely for survival. Recent findings also pointed to a link 
between AMPK and cell growth but the function of AMPK in the biology of cancer is 
far from being understood. 
The main objective of the present study was to give further insight into the role of 
AMPK in cancer cell metabolism and proliferation, evaluating the involvement of 
Raf/MEK/ERK and PI3K/Akt signalling pathways. Both pathways have important roles 
in cell metabolism in normal and tumour cells. To accomplish this objective we used a 
murine and a human astrocytic tumour cell model, because constitutive activations of 
Raf/MEK/ERK and PI3K/AKT cascades are frequently found in human astrocytomas. 
We used different experimental approaches: primary mice astrocytic cell cultures 
expressing H-Rasv12 and/or Pten deletion, cultures of human glioblastoma cell lines, as 
well as human glioma xenografts in SCID mice. Here we showed that AMPK activation 
was essential to the proliferation of murine and human glioma cells by regulating cell 
metabolism, and promoting cell cycle progression.  
 
We used a cellular model of mice glioma with astrocytes expressing oncogenic Ras 
and/or PI3K/Akt pathway activation by Pten loss. The expression of H-RasV12 Induced 
a great increase in cell growth. In contrast cells with Pten deletion did not exhibited 
significant changes either in growth ratio or in any of the parameters evaluated in this 
study. The astrocytes with oncogenic Ras showed an increase in the uptake of 
extracellular lipids probably due to an increase in the expression of the main lipoprotein 
receptors (VLDLr, LDLr, ABCG1) and a complete dependence of extracellular lipids to 
synthesize lipids and to grow. The absence of extracellular lipoproteins or the blockade 
of both VLDLr and LDLr prevented the stimulatory effect of H-RasV12 on cell growth. 
To study further the metabolism of lipids in these cells we determined FAS, and ACC 
levels and activity. As suggested by others astrocytes with oncogenic Ras exhibited 
higher levels of a functional FASN enzyme. But our results showed an inhibition of 
ACC-FAS coupled activity due to a higher content of phosphorylated ACC in Ser79, 
which inhibits this enzyme. High levels of pACCSer79 were found even in cells cultured 
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in a lipoprotein deficient medium. The main responsible for these readjustments of lipid 
metabolism was the activation of AMPK found in cells expressing oncogenic Ras. High 
levels of pAMK were found not only after 7 days in culture, but also 24 hours after 
fresh new medium was added to the cells, indicating that oncogenic signalling 
pathways, but not hypoxia or glucose depletion, were responsible for this activation in 
our experimental setting. 
A recent publication proposed AMPK as a Rb kinase in the residue serine 800, and 
demonstrated a biological effect of this kinase on cell cycle progression during brain 
mice development. We studied here whether in an oncogenic context AMPK was also 
involved in cell cycle regulation. We found that pAMPK was mainly localized in the 
cytoplasm of control cells, whereas H-RasV12 expression induced an increase in 
pAMPK and pRb Ser800/804 nuclear levels. Altogether these data seemed to indicate a 
possible role of AMPK in cell cycle regulation by Rb phosphorylation in astrocytes 
with an activation of the Ras pathway. The plausible role of AMPK was further 
demonstrated by treating the astrocytes with compound C at concentrations that 
maintained cell viability in control cells. We found a reduced BrdU incorporation and 
decreased levels of pRbSer800/804 in the H-Rasv12 expressing cells, illustrating the 
importance of the presence of an activated AMPK in the proliferation of cells with H-
RasV12.  
In order to analyze in more detail the relationship between AMPK, Rb and proliferation 
we used mice primary cultures of astrocytes with AMPK deletion, as previous reports 
had shown AMPK-independent effects of compound C. We studied the effect of AMPK 
deletion only in normal and H-RasV12 expressing astrocytes. AMPK deletion reduced 
growth rate, and foci formation in cells that expressed H-RasV12, while no significant 
differences were found on proliferation levels in relation to control cells. Proliferation, 
senescence and apoptosis were determined in these cells. BrdU incorporation showed a 
significant reduction in H-RasV12 expressing astrocytes when AMPK was deleted; a 
very low senescence increase was observed in cells with oncogenic Ras expression and 
AMPK deletion, whereas no change in apoptosis was detected among the different 
groups. Finally, our results in mice astrocytes showed a reduction in the levels of 
pRbSer800/804 in AMPK deleted cells, in parallel to a decrease in ACC phosphorylation. 
This might explain the reduced rate of proliferation observed in AMPK deleted 
astrocytes, and confirms the important role of AMPK in maintaining the proliferation 
induced by H-RasV12. 
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To determine whether AMPK acted in a similar way in human glioma cells and in 
primary mice astrocytes expressing H-RasV12, we performed experiments of AMPK 
inhibition using two human glioblastoma cell lines: U87MG and U373MG. Previous 
reports had shown that these cell lines did not have mutations in the Rb gen. In order to 
inhibit AMPK in these cells we used two different approaches: treatment with 
compound C and incubation with AMPK siRNA. 
Compound C blocked cell growth even in the U87MG cell line, which exhibits a more 
aggressive phenotype than the U373MG. This inhibitory effect of compound C 
suggested a similar mechanism of action of AMPK on cell cycle regulation in mice and 
in human gliomas. To further evaluate the mechanisms underlying this effect on cell 
growth we examined BrdU incorporation, senescence and apoptosis in both cell lines. 
Consistent with our previous results, compound C significantly reduced BrdU 
incorporation in both cell lines, with no effect on senescence or apoptosis. Moreover, 
we found lower levels of Rb phosphorylation in Ser807/811 (corresponding to 
Ser800/804 in mouse), in parallel to a pACC-reduced content in cells treated with 
compound C. 
To firmly establish a direct relationship between AMPK inhibition, Rb phosphorylation 
and cell growth in these human glioma cells, we knocked down AMPK with a mixture 
of three different siRNAs targeting the catalytic subunits of AMPK (α1 and α2). 
U87MG and U373MG cells transfected with AMPK siRNA reduced significantly 
AMPK and pACCSer79 levels. As it was demonstrated with compound C, AMPK 
knocked-down cells presented a significant reduction in BrdU incorporation, and a 
dramatic reduction in pRB807/811 levels. These data confirm the hypothesis for a role of 
AMPK in human glioma cell proliferation through a Rb-dependent mechanism. 
We had showed that AMPK inhibition reduced cell growth in murine astrocytes 
expressing oncogenic Ras and in human glioma cell lines in vitro. However, stress 
conditions characteristic of a solid tumour microenvironment (hypoxia and metabolic 
stress) might be affecting the role of AMPK. To determine the plausible effect of 
compound C on the growth of human glioblastoma cells in vivo, we injected U87MG 
tumour cells in immunodeficient SCID mice. We chose this cell line because it is very 
tumorigenic in vivo, in contrast to U373MG cells, which it has been shown not to 
develop tumours in animals. Consistent with our in vitro findings, one single dose of 
compound C was able to reduce significantly U87MG tumour growth ratio. 
Furthermore, overall survival curves showed a significant difference between control 
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mice and those treated with compound C. The molecular analyses of the tumour 
samples showed a reduction in BrdU incorporation, and in the levels of phistone in the 
animals treated with compound C, while no difference was found in the levels of 
cleaved caspase-3. Once again, and in agreement with our in vitro data showed that Rb 
phosphorylation was decreased in parallel with the reduced AMPK activity estimated by 
pACCSer79 levels in U87MG tumours treated with the AMPK antagonist. 
In summary, in normal cells AMPK is activated by different types of stress including 
nutrient deprivation or low O2, and induce cell survival by cell metabolic adaptations 
and cell growth arrest. However some oncogenic situations, such as the presence of 
oncogenic Ras, activate AMPK, which promotes cell growth and proliferation by 
inhibiting ATP consuming pathways, which are not acutely necessary for cell cycle 
progression and by Rb phosphorylation. 
By putting all these data together, we propose that the use of AMPK inhibitors might be 




























El metabolismo celular se define como la suma de todos los cambios químicos y físico-
químicos que tienen lugar en la célula a fin de proporcionar energía y componentes 
básicos para procesos esenciales. Estos complejos mecanismos son la base de la vida y 
permiten el mantenimiento de la gran variedad de actividades de las células. El 
metabolismo puede dividirse básicamente en dos grandes grupos de reacciones: las 
denominadas reacciones catabólicas implicadas en degradar macromoléculas para 
liberar energía, y las reacciones anabólicas involucradas en sintetizar nuevas 
macromoléculas. Ambas rutas están interrelacionadas puesto que los productos de una 
son los sustratos de otra. Por este motivo y para evitar la existencia de ciclos fútiles, el 
metabolismo celular es un proceso muy regulado tanto a nivel celular como a nivel de 
organismo. Como consecuencia, la alteración de las rutas metabólicas está implicada en 
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un amplio rango de procesos patológicos que abarcan desde problemas alimenticios 
hasta patologías como el cáncer. Los primeros datos de alteraciones a nivel metabólico 
en células tumorales aparecieron en la década de los años 30 del siglo XX. Warburg[1], 
describió una captación y catabolismo de la glucosa incrementado en estas células, que 
junto con una fosforilación oxidativa reducida se conoce como fenotipo glucolítico. 
Este hallazgo ha tenido una repercusión en la clínica al permitir desarrollar nuevas 
técnicas de visualización de tumores, que permiten localizarlos y delimitarlos de forma 
precisa[1,2,3]. 
Aunque en un principio el estudio del metabolismo de células tumorales se había 
centrado casi exclusivamente en la glucólisis y la síntesis de ácidos grasos, hoy en día 
esta área de investigación se ha ampliado enormemente y son muchos los procesos y 
proteínas concretas las que se estudian, y que podrían tener una función relevante como 
la autofagia, el metabolismo de aminoácidos, AMPK (5'-AMP-activated protein kinase) 
y SIRT1 (Sirtuin 1). La gran mayoría de las alteraciones metabólicas son comunes a un 
amplio rango de tipos tumorales, lo que indica que las rutas oncogénicas presentan una 
estrecha relación con las rutas metabólicas. Diversos trabajos han confirmado esta 
hipótesis, mostrando que un gran número de proteínas implicadas en proliferación y 
transformación celular presentan la capacidad de regular rutas metabólicas [5, 6]. 
En este trabajo nos hemos centrado principalmente en estudiar el metabolismo de 
lípidos y en profundizar en el papel de AMPK como regulador de metabolismo y 
proliferación celular.  
 
 
1. Ciclo celular 
 
El ciclo celular es una secuencia organizada de procesos sucesivos mediante los cuales 
una célula crece en tamaño, replica su DNA, segrega los cromosomas en dos nuevos 
núcleos y se divide en dos células hijas. 
Los mecanismos de restricción que se encuentran en la fase G1, G2 y M gobiernan las 
transiciones irreversibles del ciclo celular. De esta forma una célula en G1 debe pasar un 
punto de restricción antes de comenzar la síntesis de DNA y entrar en fase S. El punto 
de restricción de la fase G1 ha sido el menos estudiado de los tres puntos de control y en 
este se verifica el nivel energético de la célula, la disponibilidad de nutrientes y el 
volumen celular. Asimismo las células que han replicado sus cromosomas y se 
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encuentran en fase G2 deben pasar un segundo punto de control, antes de entrar en fase 
M. En este punto se verifica que todo el DNA haya sido duplicado y que no contenga 
daños. El tercero de estos puntos de chequeo se encuentra en la fase M y se encarga de 
que todos los cromosomas aparezcan perfectamente alineados en el ecuador de la celula, 
de forma que previene la progresión del ciclo hasta que los cromosomas están alineados 
correctamente[7, 8]. 
No pueden ocurrir inmediatamente dos divisiones sucesivas. Es necesario un tiempo G1 
donde la célula debe doblar la masa de citoplasma y para ello necesita mayor número de 
orgánulos, una mayor superficie de membranas, y más proteínas. Si esto no ocurre, en 
los sucesivos ciclos de división la célula se hará progresivamente más grande o más 
pequeña dependiendo de qué proceso sea el más rápido[9, 10]. Esta inestabilidad del 
tamaño celular es incompatible con la vida. Sin embargo existen situaciones donde 
ocurre como son la embriogénesis (progresiva reducción del tamaño) o durante el 
proceso oncogénico. 
Los mecanismos moleculares que condicionan estos procesos de control son complejos 
y no se conocen completamente. Sin embargo se han descrito distintos reguladores de 
ciclo celular tales como ciclinas-CDKs[11], inhibidores y activadores de ciclo [12]. Estos 
son los encargados de integrar las señales tanto extracelulares como intracelulares, para 
dar una respuesta apropiada en cuanto a la progresión del ciclo celular. Su acción final 
se basa en la regulación de Rb por modificaciones postraduccionales, de forma que esta 
proteína permita o no la transcripción de genes involucrados en fase S. Por este motivo 
la deleción, mutación o hiperfosforilación de Rb son eventos comunes durante el 
proceso oncogénico.  
Aunque Rb no presenta aparentemente una relación con el metabolismo celular, si es 
necesaria una regulación previa para que la célula presente los niveles energéticos y el 
tamaño suficiente como para ser viable tras la división. 
 
 
1.2. Rb y ciclo celular 
 
El control de la proliferación celular incluyendo la entrada en ciclo celular desde un 
estado quiescente G0, y el paso de G1 a S es altamente dependiente del tamaño celular, 
estimulos mitogénicos y la ausencia de señales que bloqueen la proliferación. En 
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mamíferos Rb forma parte de la familia de pocket proteins, que consta de tres miembros 
estructural y funcionalmente relacionados: Rb, p107 y p13013. Rb es una fosfoproteína 
nuclear que  regula la entrada en ciclo celular y que es controlado por quinasas (CDKs) 
que son activadas durante la transición de fase G0 a G1. La desregulación de varios 
componentes de este punto de control lleva a una proliferación acelerada que constituye 
la base del desarrollo de muchas formas de canceres humanos [14, 15]. Numerosos 
estudios han establecido que el control de la función de factores de transcripción E2F 
por Rb es crucial para la regulación del ciclo celular[16]. El número de factores de 
transcripción que compone la familia E2F es amplio (8) y difieren enormemente en su 
actividad pudiendo algunos inducir la progresión de ciclo celular por ejemplo E2F1 y 
otros tales como E2F8 presentar un efecto antiproliferativo[17, 18]. La interacción entre 
Rb y los factores de transcripción E2F impiden la actividad transcripcional de estos 
últimos. Simplificando enormemente los mecanismos moleculares involucrados en la 
entrada en ciclo celular podría decirse que en respuesta a señales mitogénicas, los 
complejos ciclinas-CDKs inactivan a Rb mediante fosforilación, siendo necesarias la 
actuación de ciclina D-Cdk4/6 y ciclina E-Cdk2 para su completa inactivación[19, 20]. La 
inactivación de Rb permite la liberación de los factores de transcripción E2F que actúan 
como activadores transcripcionales de genes importantes para la progresión de ciclo 
celular y síntesis de nucleótidos tales como ciclina E y dihidrofolato reductasa[21]. 
Asimismo, diversas señales desencadenadas por luz UV, estrés replicativo, daño en 
DNA o señales de diferenciación desencadenan la activación de CDKIs (p21, p27, p19, 
p18, p16, p15) los cuales fosforilan e inactivan los complejos ciclinas-Cdks, 
impidiéndose la fosforilación de Rb y por lo tanto la progresión del ciclo celular[22]. 
Rb aparece hiperfosforilado a partir del final de la fase G1, y se mantiene en este estado 
durante la mayor parte del ciclo de división celular. De esta forma puede tener lugar la 
transcripción de genes implicados en la división. Durante el proceso de salida de 
mitosis, Rb se va progresivamente defosforilando para finalmente aparecer totalmente 
defosforilado en fase G1 lo que impide la nueva entrada de la célula en el proceso de 
división hasta que nuevas señales fosforilen a Rb[23]. 
La inhibición del ciclo celular mediada por Rb se basa en un efecto de represión 
transcripcional. Se conocen dos mecanismos por los cuales tiene lugar esta represión 
(Figura 1): 
-La unión de Rb al dominio de transcripción de E2F bloquea su actividad 
transcripcional. 
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-El reclutamiento de los complejos Rb-E2F en la zona del promotor reprime activamente 
la transcripión[24-26]. De esta forma los complejos Rb-E2F regulan la transcripción de 
genes de transición G1-S al modificar la estructura de la cromatina, por ejemplo mediante 
la unión de HDACs a los promotores y la posterior deacetilación de histonas[27]. 
El importante papel de Rb en el control de ciclo celular puede verse reflejado en un gran 
número de tipos tumorales donde Rb aparece alterado o inactivo por diversos 
mecanismos, como son mutaciones directas sobre Rb, deleciones, inactivaciones de Rb 
por transformación oncogénica viral, así como también por mutaciones de CDKI[28, 29]. 
Rb no sólo presenta un papel importante en la regulación del ciclo celular, sino que 
también regula diferenciación celular y apoptosis. Aunque no se conoce exactamente 
cómo lo lleva a cabo, en células diferenciadas se observan altos niveles de Rb. Así 
mismo Rb regula la diferenciación en distintos tipos celulares como son músculo, 
melanocitos, y macrofagos[30-32]. El Rb acetilado por P/CAF parece ser el responsable 
de la función de Rb en diferenciación. Dicha acetilación aunque no afecta a la 
progresión de ciclo celular ni a la represión de la transcripción mediada por E2F, sí 
cambia su afinidad por otras proteínas que se acomplejan con Rb[33, 34]. 
 
 
Figura 1: Mecanismos de regulación de la transcripción por Rb. Los puntos rojos indican fosforilaciones. 
 
 
Adicionalmente, diversos trabajos han puesto de manifiesto un papel central de la ruta 
Rb/E2F en la regulación de la decisión celular de entrar en proliferación y apoptosis[35-
37]. Se ha observado que oncoproteinas virales tales como E1A, antigeno T y E7, las 
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cuales inactivan la función de Rb inducen la entrada en fase S pero también 
desencadena apoptosis dependiente de p53[38]. Aunque se desconoce en parte como 
tiene lugar esta inducción de apoptosis mediada por Rb, se ha demostrado que E2F1 es 
el mediador entre Rb y p53 y que rutas de señalización en especial PI3K/Akt inhiben la 
inducción de apoptosis mediada por Rb/E2F1[39, 40]. 
 
 
2. Regulación del crecimiento y proliferación por rutas de 
señalización celular 
 
La proliferación, crecimiento y viabilidad celular están regulados por señales tanto extra 
como intracelulares, las cuales son integradas por rutas de señalización intracelulares 
para producir una respuesta adecuada de la célula a una situación concreta. Muchos son 
los procesos regulados por rutas de señalización, de hecho una única ruta de 
señalización puede tener efectos tan diversos como inducir la supervivencia o favorecer 
la apoptosis, y todo ello dependerá tanto de la propia ruta, del tipo celular o del estado 
en el que se encuentre la célula.  
Dos de las rutas de señalización más ampliamente estudiadas por su relevante papel en 
proliferación, crecimiento y supervivencia han sido la de PI3K/Akt y la de Ras/MAPK 
(Raf/MEK/ERK)[41-46]. Dado que ambas rutas aparecen frecuentemente activadas en un 
amplio rango de tipos tumorales, y se han relacionado también con la regulación del 
metabolismo celular [47-49] han constituido el centro de nuestro trabajo. 
Distintos grupos de investigación han comenzado a estudiar su papel en el metabolismo 
tumoral, y trabajos recientes han observado un papel muy importante de ambas rutas en 
la inducción de la “adicción” a la glucosa mostrada por células tumorales[50, 51]. Estos 
trabajos han proporcionando nuevos puntos de vista, aumentando en gran medida la 
comprensión de la biología tumoral. A pesar de ello aún se desconocen muchas de las 
implicaciones de la activación de estas rutas en la regulación del metabolismo en un 
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2.1. Ruta de PI3K/Akt 
 
Esta ruta es activada por un amplio número de receptores de membrana en respuesta a 
factores de crecimiento, citoquinas o hormonas, siendo los más importantes los 
receptores con actividad tirosin-kinasa. En mamíferos se conocen 3 isoformas de Akt 
(Protein kinase B) (Akt1, Akt2 y Akt3) y aunque presentan una estructura muy similar 
están codificados por tres genes distintos. Mientras que Akt1 promueve proliferación y 
supervivencia, Akt2 se ha asociado con procesos metabólicos en respuesta a señales 
tales como insulina. Asimismo la reducción de Akt3 se ha relacionado con la 
disminución del tamaño y el número de células. Todo ello sugiere un papel crucial de 
las isoformas de Akt en la regulación de muerte celular y proliferación[52]. Diversos 
trabajos han mostrado que las distintas isoformas de Akt tienen efectos diferentes sobre 
tumorogénesis[53, 54]. Así, mientras Akt1 presenta un papel importante en la inducción de 
la tumorogénesis, Akt2 está implicado en metástasis[55, 56]. 
La actividad kinasa de Akt es dependiente de su fosforilación en treonina 308 y en 
serina 473. Estas fosforilaciones están mediadas por PI3K en respuesta a la activación 
de RTKs tales como IGF-1R, PDGFR, familia EGF/ErbB además de receptores 
acoplados a proteínas G triméricas o directamente por proteínas G monoméricas tales 
como Ras. A diferencia de Akt (un monómero con actividad serin/treonin-kinasa), PI3K 
es una proteína heterodimérica formada por una subunidad reguladora (frecuentemente 
p85) y una subunidad catalítica (la más conocida p110). La subunidad p110 tiene 
distintos dominios catalíticos. El más estudiado presenta actividad quinasa de lípidos, y 
fosforila a PIP2 dando lugar a PIP3. PIP3 actúa como un segundo mensajero el cual es 
reconocido y unido por proteínas con dominios homólogos a pleckstrina tales como 
PDK-1 y Akt. La unión de PDK-1 a PIP3 desencadena su autofosforilación y activación, 
provocando la transfosforilación de Akt así como de otras proteínas. 
La fosforilación de Akt en Thr308 por PDK1[57, 58] es seguida por un cambio 
conformacional el cual permite la fosforilación en Ser473 por mTOR-Complex 2[59-63]. 
La activación de Akt desencadena diversos efectos (Figura 2) entre los cuales destacan 
los siguientes:  
 
- Incrementa la resistencia a la apoptosis por ejemplo fosforilando a Caspasa-
9[41] y Bad[42, 43], impidiendo que lleven a cabo sus acciones pro-apoptoticas.  
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- Promueve el crecimiento celular debido a la activación de la síntesis de 
proteínas mediada principalmente por la ruta de mTOR[44], incrementa la glucólisis 
actuando tanto a nivel de transportadores de glucosa como sobre enzimas de la ruta, y 
aumenta la síntesis de ácidos grasos, efecto que veremos posteriormente en mayor 
profundidad. 
 
La sobreactivación de Akt ha sido un efecto ampliamente descrito en distintos tipos de 
tumores. A pesar de ello mutaciones activantes o sobreexpresiones de Akt, no son 
eventos frecuentes en células tumorales[64]. Por el contrario han sido descritas otras 
mutaciones en enzimas de esta ruta tales como PI3K y Pten. 
 
 
Figura 2: Representación esquemática del mecanismo de activación de AKT y algunas de sus dianas.  
 
 
Pten tiene un papel central en la modulación de la ruta PI3K/Akt porque es la principal 
fosfatasa de PIP3[65]. La pérdida de este desencadena un incremento de los niveles de 
PIP3 causando una hiperfosforilación de Akt y favoreciendo el proceso oncogénico[66]. 
 
 





El gen Pten fue identificado en 1997 como un potente supresor de tumores[67-69] 
apareciendo mutado o delecionado en un amplio rango de tumores incluyendo los 
astrocitomas/glioblastomas[70]. Se encuentra en la región 10q23.3 en humanos y codifica 
un polipéptido de 403 aa, formado por 4 dominios (Figura 3).  
PTEN es una fosfatasa dual que actúa sobre lípidos y proteínas. La función mejor 
caracterizada de PTEN es su actividad fosfoinosítido-3-fosfatasa, mediante la cual 
defosforila a PIP3 dando lugar a PIP2[71-74]. De esta forma PTEN tiene una función 
antagónica a la de PI3K y detiene la señalización de esta ruta. La reducción de los 
niveles de PIP3 desencadenada por la actividad de PTEN inhibe tanto a Akt como a 
otras proteínas activadas por fosfoinositol. PTEN está regulado a distintos niveles. 
Presenta una regulación a nivel epigénetico mediante metilación del promotor, pero 
también diversos factores de transcripción regulan su expresión. Así Myc[75] y p53[76] 
aumentan su transcripción, mientras que p300/CBP[77] la reduce. Recientemente se ha 
demostrado que PTEN puede ser postranscripcionalmente regulado a nivel de mRNA 
por microRNAs específicos[78]. Finalmente también presenta regulación a nivel proteico 
por fosforilación, acetilación y ubiquitinación[79]. 
El elevado nivel de regulación al que aparece sometida esta proteína refleja su 
importancia para la célula. Así, la perdida de heterozigosidad o una reducción en la 
expresión o estabilidad de la proteína es suficiente para promover tumorogénesis en 
modelos de ratón, además de afectar a otras funciones celulares tales como el 
metabolismo de lípidos y proteínas [80-81]. 
En un principio se consideró la activación de Akt como la única consecuencia de la 
pérdida de PTEN, y para modelizar esta situación se utilizaron Akts con modificaciones 
activantes (dominios CAX y de miristilación). Sin embargo existen diferencias entre 
modelos que utilizan Akt constitutivamente activos o los que delecionan Pten. Esto se 
debe a que PTEN no inhibe directamente a Akt, sino que lo hace por medio de PIP3. Por 
este motivo, la ausencia de PTEN activa a PDK-1 que fosforila y activa no solo a Akt 
sino a todos los miembros de la familia de quinasas AGC[82-88]. También ha sido 
demostrado que PTEN directamente se asocia con p53 e incrementa su estabilidad[89-92] 
y actúa sobre la migración celular defosforilando quinasas de adhesión celular[93-95]. 
 








2.2. Ruta de Raf/MEK/ERK 
 
Esta ruta es activada en respuesta a diversas señales extracelulares, y el efecto es 
mediado por un amplio numero de receptores de membrana. La activación de RTKs y 
receptores acoplados a proteínas G permiten la unión de proteínas scafold encargadas de 
reconocer a Ras. Una vez que Ras se activa por unión al GTP se inicia la cascada 
mitogénica activándose las rutas de las MAPKs (ERK, JNK, p38), así como la de 
PI3K/Akt. Mientras que la activación de Akt se ha relacionado con resistencia a 
apoptosis y crecimiento celular, la activación de ERK se ha asociado generalmente con 
proliferación y transformación[96, 97]. La activación de las otras dos rutas de MAPK, 
JNK y p38, presentan implicaciones principalmente en respuesta a estrés [98, 99]. 
Dentro de las tres rutas de MAPK la más conocida es la ruta de ERK, que es activada 
mediante la siguiente cascada de señalización: Ras activo recluta a la membrana y 
activa a la serin-treonin quinasa Raf1, la cual fosforila a MEK1, y éste a su vez fosforíla 
                    Regulación del crecimiento y proliferación por rutas de señalización celular 
 
 21 
y activa a ERK1/2 (Figura 4). 
Una vez Ras ha sido activada a través de los receptores de membrana indicados, puede 
llevar a cabo diversos procesos entre los que destacan: 
 
- incremento de la proliferación celular mediante la fosforilación de Histona 
H3, lo que facilita la transcripción de genes de respuesta rápida necesarios para el 
crecimiento celular tales como Elk1. Por otro lado induce el progreso del ciclo celular 
actuando sobre distintas fases de éste. Promueve por ejemplo el paso de G1 a S 
mediante la inducción de la expresión de Ciclina D1, así como también induce la 
activación de CDK1 requerida para el paso de G2 a M, mediada por la inhibición de 
Myt1[100]. 
 
- aumenta la movilidad celular produciendo cambios citoesqueléticos en las 
células mediante la activación de GTPasas de la familia Rho[101]. 
 
- incrementa el metabolismo celular actuando a distintos niveles. Induce la 
síntesis de nucleótidos mediante la activación de CPS-II (Carbamoyl-Phosphate 
Synthetase 2), enzima clave en este proceso. También lleva a cabo un incremento en la 
síntesis de proteínas y esto está mediado por la activación de dos rutas: mediante Mnk 
que permite la activación de eIF-4e (factor de iniciación de la traducción necesario para 
que ésta tenga lugar) o mediante la activación de la ruta de Akt por reclutamiento a la 
membrana de la subunidad p110 de PI3K.  Además se ha demostrado un aumento de la 
glucolisis y la lípogénesis directamente mediante la activación de ERK o por activación 
secundaria de la ruta de Akt [102, 103]. 
De toda la superfamilia de proteínas G las oncoproteínas Ras han sido las más 
estudiadas, a causa de sus implicaciones en oncogénesis en humanos.  
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Figura 4: Activación de Ras y su implicación en la regulación de rutas intracelulares, señalando algunos 




 2.2.1. Ras 
 
Ras es una proteína G monomérica que forma parte de una superfamilia constituida por 
unos 100 miembros en humanos, y clasificados en seis familias: Ras, Rho, Arf, Rab, 
Ran y Rad[104-109]. Las distintas familias están implicadas en procesos diferentes. Así, 
Ras está involucrada principalmente en proliferación y en el proceso de diferenciación, 
Rho controla la reorganización del citoesqueleto y migración celular, Rab regula el 
trafico de vesículas sinápticas así como la expresión de genes implicados en la respuesta 
inmune, Arf actúa en la regulación del transporte vesicular, y Ran está implicada en el 
transporte nuclear.  
Al igual que otras proteínas G, Ras presenta actividad GTPasa[110]. Su actividad se basa 
en el mecanismo denominado ciclo GTP/GDP. Este proceso es regulado por las 
proteínas GAPs (GTPase-Activating Proteins) que incrementan la hidrólisis de GTP y 
proteínas GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors) que estimulan el intercambio 
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de GDP por GTP. 
Los genes Ras fueron originalmente identificados como oncogenes retrovirales en 
1960/70 en virus de rata que producían sarcomas. En 1980 se descubrieron mutaciones 
que producían un Ras constitutivamente activo en tumores humanos[111]. 
Hoy en día la familia Ras engloba un total de 39 isoformas codificadas por 36 genes. 
Existen 3 miembros de esta familia bien reconocidos: NRas, KRas y H-Ras, que son 
expresados de forma diferencial en los distintos tejidos[104]. Diversos estudios han 
sugerido que mutaciones en KRas activan preferentemente la ruta de las MAPKs Raf-
1/ERK1/2, que H-Ras activa preferentemente la ruta PI3K/Akt, y que mutaciones de 
NRas inducen una mayor resistencia a la apoptosis[112-115].  
Las mutaciones en Ras resultan generalmente en una pérdida de la actividad GTPasa y 
como consecuencia dan lugar a proteínas constitutivamente activas. En tumores 
humanos se han descrito mutaciones en las tres isoformas de Ras con una activación de 
la ruta Raf/MEK/ERK. La importancia de Ras en los procesos tumorales aparece 
reflejada en la elevada frecuencia con que ésta aparece mutada (30% de todos los tipos 
de cáncer humano)[116]. 
 
 
3. Adaptaciones metabólicas en células tumorales 
 
El continuo crecimiento y proliferación en células tumorales requiere una 
reprogramación del metabolismo de forma que le permita una producción contínua de 
lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. La división celular es un proceso energéticamente 
muy costoso y sólo puede llevarse a cabo si las células tienen suficientes recursos 
metabólicos. Numerosos trabajos han demostrado un aumento en la capacidad 
glucolitíca de las células tumorales, así como de los mecanismos de lipogénesis de 
novo, y de síntesis de proteínas. En los últimos años el estudio del metabolismo celular 
ha permitido obtener resultados muy interesantes que han abierto nuevas líneas de 
investigación en la biología del cáncer. De esta forma se conocen una gran variedad de 
enzimas implicadas en las diferentes rutas metabólicas que resultan afectadas de 
distintos modos por los procesos oncogénicos. Sin embargo lo más interesante en los 
cambios detectados durante la transformación celular en relación con el metabolismo es 
que son comunes a un amplio numero de tipos tumorales, con diversos niveles de 
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agresividad y diferenciación. Esto parece indicar la necesidad de reajustes metabólicos 
en las células tumorales para poder mantener su viabilidad. 
 
 
3.1. Metabolismo de la glucosa 
 
La oxidación de la glucosa constituye una ruta metabólica fundamental para la 
obtención de ATP, de poder reductor y de precursores biosintéticos. El proceso 
comienza con la introducción de la glucosa en la célula mediante transportadores de 
membrana específicos, seguido por la fosforilación de la glucosa para inmovilizarla en 
su interior. Una vez la glucosa es fosforilada puede seguir tres rutas metabólicas: 
 
- Glucólisis: implicada en obtención de energía  
- Ruta de las pentosas: implicada en obtener poder reductor y precursores 
biosintéticos 
- Gluconeogénesis: implicada en almacenar energía en forma de glucógeno 
 
Dada su importancia en las adaptaciones del metabolismo de la glucosa en células 
cancerosas destacamos tres aspectos básicos de este proceso: el transporte a través de la 
membrana (necesario para introducir grandes cantidades de glucosa en la célula), la ruta 
de las pentosas (para obtener poder reductor y metabolitos necesarios para las rutas 




3.1.1. Transporte de glucosa 
 
En eucariotas se diferencian dos tipos de proteínas transportadoras de glucosa: los 
cotransportadores de Na+/Glucosa (familia SGLT) y los transportadores de glucosa 
(familia Glut)[117, 118].  
Mientras que sólo tres miembros de la familia SGLT están implicados en el transporte 
de la glucosa, once de los catorce miembros de la familia Glut llevan a cabo este 
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proceso. Los diferentes miembros de la familia de transportadores Glut han sido 
ampliamente estudiados, observándose que presentan una expresión específica de tejido 
y que tienen diferentes características funcionales, tales como su especificidad de 
sustrato o su KM[119]. Se clasifican en tres subfamilias en función de su secuencia (clase 




Figura 5: Representación esquemática del uso de la glucosa por células normales y por células 
transformadas. Las flechas verdes representan aumento de flujo por la ruta indicada, mientras que las 
rojas indican una reducción. Las flechas continuas indican la existencia de un único enzima implicado en 
el proceso mientras que las flechas discontinuas indican varios pasos enzimáticos.  
 
De las tres clases de Glut la más relevante es la clase I, ya que agrupa los 
transportadores 1-4 y el 14, que son los que presentan mayor especificidad en el 
transporte de glucosa. De estos cinco transportadores Glut-1 y Glut-3 son los que 
presentan mayor afinidad por la glucosa y son responsables del transporte basal de la 
glucosa en la célula[119].  Glut-2 es el que menor afinidad presenta por la glucosa, y 
también puede transportar fructosa[120]. Glut-4 es específico de tejidos sensibles a 
insulina[121]. Por ultimo Glut-14 se considera una duplicación de Glut-3 y se expresa en 
el testículo[122].  
En numerosos tipos tumorales se ha demostrado un aumento de la entrada de glucosa en 
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las células y un aumento en los niveles de expresión de distintos Glut, 
fundamentalmente Glut-1 y Glut-3[123-134]. 
 
 
3.1.2. Ruta de las pentosas 
 
La ruta de las pentosas se lleva a cabo en todas las células del organismo aunque en un 
nivel bajo, siendo la glucólisis la ruta predominante. En este proceso se producen 
moléculas clave para la biosíntesis de nuevos componentes en la célula. Se obtiene por 
un lado ribosa-5-P que es un elemento básico para la síntesis tanto de RNA como de 
DNA, y por otro 2 moles de NADPH por cada mol de glucosa, el cual actúa como 
donador de electrones en procesos de reducción necesarios en las rutas anabólicas. 
Aunque esta ruta así como su regulación está poco estudiada en cáncer, se ha descrito 
que los enzimas implicados en ella están incrementados en distintos tipos de tumores y 





El proceso de glucólisis consta de una serie de reacciones de oxidación obteniéndose en 
último término piruvato (Figura 4), según la estequiometría de la reacción indicada: 
 
1 Glucosa + 2NAD+ + 2Pi  2 Piruvato + 2ATP + 2NADH 
 
En presencia de oxígeno el piruvato entra en la mitocondria donde es oxidado en el 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) obteniéndose tanto coenzimas reducidos como 
ATP. Por último los coenzimas reducidos, derivados de estas reacciones, se transforman 
a ATP mediante la cadena de transporte electrónico siendo el resultado final H2O, CO2 
y 32 moles de ATP por mol de glucosa. En condiciones de anaerobiosis el piruvato es 
transformado en lactato mediante la actuación de la LDH (Lactate Dehydrogenase) para 
eliminar el exceso de NADH reducido que se produce en las reacciones precedentes.  
En numerosas células tumorales se ha descrito un fenotipo glucolítico, donde la 
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glucólisis está muy incrementada y el metabolismo mitocondrial aparece reducido. Este 
fenotipo glucolítico es necesario para incrementar la producción de moléculas 
precursoras que permitan la síntesis de nucleótidos, fosfolípidos y otros lípidos de 
membranas celulares, apareciendo en células tumorales a pesar de que no presentan 
defectos en proteínas de la fosforilación oxidativa o en la mitocondria[138]. 
La existencia en células tumorales de una glucólisis anaerobia incrementada se conoce 
ya desde hace tiempo, y cabe destacar que dentor del conjunto de genes que aparecen 
incrementados con mayor frecuencia en células tumorales se encuentran aquellos que 
codifican proteinas involucradas en la glucólisis[139]. Entre estos enzimas los más 
estudiados han sido: HK (HexoKinase), PFK (PhosphoFructoKinase) y LDH (Lactate 
DeHydrogenase). Además se ha descrito que estas proteínas también llevan a cabo otras 
actuaciones útiles para la célula tumoral como son la inhibición de la apoptosis[140-142], o 
su posible papel en el incremento de la transcripción o la replicación del DNA[143]. 
Aunque el fenotipo glucolítico en células tumorales es un hecho ampliamente descrito 
en la literatura y es común a la mayoría de los tumores, el mecanismo por el cual se 
desencadena está todavía poco esclarecido. Dentro de las cascadas intracelulares que 
regulan este proceso se encuentran las vías de Akt y Ras. 
 
 
 3.1.4. Regulación del metabolismo de la glucosa por Ras y Akt 
 
Distintos estudios han demostrado que la activación de Akt es suficiente para 
incrementar la entrada de glucosa en la célula, así como para producir un fenotipo 
glucolítico, desencadenándose rápidamente la apoptosis cuando estas células son 
deprivadas de glucosa[144]. De esta forma la activación de Akt se ha relacionado 
ampliamente con la translocación de Glut-4 a la membrana[145], aunque también se ha 
visto que actúa sobre otros Glut como Glut-1[146-148]. A nivel de la glucólisis se ha 
podido observar que la activación de la ruta de Akt actúa incrementando los niveles de 
HK y PFK, y favorece que la HK se asocie a la membrana mitocondrial. 
Por otro lado también se ha descrito que el oncogén Ras activa tanto la entrada de 
glucosa en la célula como la glucólisis[149], y estos efectos se han relacionado con HIF 
(Hypoxia Inducible Factor). Así tanto la expresión de Ras, como la inactivación de 
supresores tumorales tales como PTEN inducen la activación de HIF[150, 151], 
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promoviendo la expresión de genes inducibles por hipoxia[152]. HIF activo puede unirse 
a HRE e incrementar los niveles de transcripción de distintos genes, entre ellos los que 
codifican enzimas glucolíticos tales como LDH y PFK, así como los transportadores de 
glucosa Glut 1 y 3[153-159].  
 
 
 3.2. Metabolismo de lípidos 
 
Los lípidos constituyen uno de los sustratos más importantes para la obtención de 
energía en la célula mediante su entrada en la ruta de β-oxidación. Sin embargo 
desempeñan otras funciones importantes para la vida de la célula, tales como la 
formación de membranas celulares, la actuación como moléculas señalizadoras, y la 
modificación de proteínas.  
Los lípidos pueden sintetizarse por dos vías denominadas lipogénesis y lipogénesis de 
novo. La única diferencia que existe entre ellas es la fuente de FA que pueden ser 
tomados de la dieta, o sintetizados a partir de los productos del metabolismo de la 
glucosa. El proceso de esterificación es común en las dos rutas. Dada la similitud de los 
términos y con el fin de evitar confusiones, diferenciaremos entre la síntesis de novo de 
FA (proceso en el que la célula sintetiza ácidos grasos libres a partir de la glucosa) y 
síntesis de lípidos (al proceso mediante el cual los ácidos grasos tanto exógenos como 
endógenos son esterificados). 
La transformación celular también desencadena cambios en el metabolismo celular de 
lípidos. El proceso de síntesis de novo de FA es muy reducido en adultos, salvo cuando 
se ingieren dietas con grandes cantidades de hidratos de carbono y un porcentaje muy 
bajo de grasa (menor al 10% del aporte calórico total). En situaciones de dieta 
balanceada los ácidos grasos provienen de la dieta y la síntesis de novo de FA aunque 
tiene lugar en todos los tipos celulares del organismo, ocurre en un nivel muy bajo. 
Existen sin embargo tejidos especializados en realizar este proceso, tales como son el 
hígado y el tejido adiposo, en los que la regulación de esta ruta es llevada a cabo por 
hormonas, y factores de crecimiento. En contraposición con este hecho, se ha 
demostrado que numerosos tipos de células tumorales presentan un incremento en la 
síntesis de novo de FA[160]. Dada la importancia de las adaptaciones del metabolismo de 
lípidos en células tumorales destacamos cuatro aspectos básicos de este proceso: el 
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transporte a través de la membrana, la síntesis de novo de FA, la síntesis de lípidos y la 
β-oxidación. 
 
Dadas las características hidrofóbicas de los lípidos, éstos son insolubles en sangre, por 
lo que se transportan en forma de agregados lipoproteicos. Estos complejos se 
denominan lipoproteínas y están compuestos de apolipoproteinas, triglicéridos, 
colesterol, ésteres de colesterol y fosfolípidos. 
 
 
 3.2.1. Las lipoproteínas 
 
Las lipoproteínas son estructuras esféricas que presentan un núcleo lipídico hidrofóbico 
(compuesto de triglicéridos y ésteres de colesterol) recubierto con una capa anfifílica 
cuyos componentes principales son los fosfolípidos, el colesterol no esterificado y las 
apolipoproteínas. Su función principal es el transporte de los distintos tipos de lípidos 
en la sangre. Según su composición cualitativa y cuantitativa en proteínas y lípidos se 
clasifican en tres grupos: los quilomicrones, las lipoproteínas de muy baja densidad 
(VLDL) y derivados, y las lipoproteínas de alta densidad. Asimismo en la mayoría de 
los vertebrados y considerando su densidad, las lipoproteínas se dividen a su vez en 6 
tipos: (quilomicrón, lipoproteína de muy baja densidad (VLDL), lipoproteína de 
densidad intermedia (IDL), lipoproteína de baja densidad (LDL), lipoproteína de alta 
densidad (HDL), y lipoproteína de alta densidad de migración pre-β (Pre- β -HDL)). 
El transporte de las lipoproteínas es un proceso dirigido, y en su metabolismo están 
implicados el intestino, el hígado y los tejidos periféricos. En el intestino, los 
enterocitos absorben los FA provenientes de la dieta los cuales son esterificados a 
triglicéridos e incorporados en los quilomicrones. La función básica de los 
quilomicrones es transportar los lípidos desde el intestino hasta el hígado aunque 
durante este transporte se van liberando FA que pueden ser usados por los tejidos 
periféricos. Una vez en el hígado, (órgano clave en le metabolismo de lípidos) los 
quilomicrones son transformados en nuevas lipoproteínas las cuales tienen como 
función transportar los lípidos a los tejidos periféricos. Esta vía involucra a las 
lipoproteínas VLDL, IDL y LDL. Finalmente, los tejidos periféricos captan FA 
liberados de estas lipoproteínas mediante la actividad de la LPL (LipoProtein Lipasa), 
Introducción                                                                                                                      . 
 30 
así como también pueden endocitar la lipoproteínas mediante el uso de receptores 
específicos con el fin de obtener los lípidos que contienen. El colesterol también es 
transportado en las lipoproteínas, sobre todo en las LDL, y su incorporación en las 
células puede desencadenar efectos tóxicos a causa de su acumulación excesiva. Por 
este motivo las células de los tejidos periféricos presentan un transporte reverso del 
colesterol que permite la salida del colesterol de las células y la transferencia de este a 
las HDL. Las HDL son reconocidas y eliminadas por el hígado, donde el colesterol es 




Los quilomicrones son sintetizados en el intestino en respuesta a la ingestión de grasas, 
por lo que sólo transportan lípidos de origen exógeno. Aunque su composición proteica 
es variada, están formados principalmente por apolipoproteinas B48. Los quilomicrones 
forman parte de las lipoproteínas denominadas "ricas en triglicéridos" (TRLs), por el 
alto contenido de éstos y el contenido relativamente pobre de colesterol, presentando 
una muy baja densidad <0.95g/mL. Una vez en el torrente sanguíneo, los triglicéridos 
de los quilomicrones son hidrolizados por la LPL[161]. La LPL es un enzima básico en el 
metabolismo de las lipoproteínas, y su papel principal es hidrolizar los triglicéridos para 
que puedan ser utilizados por tejidos periféricos sin tener que fagocitar la lipoproteínas.  
La hidrólisis de triglicéridos produce FA que pueden ser usados por los tejidos 
periféricos para obtención de energía así como para síntesis y reparación de membranas. 
Asimismo, los quilomicrones pueden interactuar con las HDL e intercambiar colesterol 
y otros lípidos. Finalmente son captados por el hígado mediante receptores específicos y 
este será el encargado de sintetizar los otros grupos de lipoproteínas.  
 
 
 VLDL y lipoproteínas derivadas 
A pesar de que las VLDL contienen una elevada proporción de triglicéridos al igual que 
los quilomicrones, difieren de estos en que son sintetizadas por los hepatocitos y la 
principal apolipoproteína es la B100[161]. Las VLDL al ser secretadas a la circulación 
son sustrato de la LPL que libera los FA contenidos en los triglicéridos. La hidrólisis 
contínua de los triglicéridos de las VLDL circulantes reduce su contenido lipídico, lo 
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que resulta en una reducción del diámetro y en un aumento de la densidad que al 
alcanzar los 300 Å y una densidad de 1.006g/ml, es considerada lipoproteína de 
densidad intermedia o IDL, también conocida como VLDL remanente[161]. La hidrólisis 
subsiguiente de la IDL, por la acción conjunta de la LPL y de la LH (lipasa hepática), 
lleva a la formación de lipoproteínas de baja densidad o LDL con un diámetro inferior a 
270 Å y una densidad >1.019g/mL. La LDL se caracteriza por un contenido 
relativamente elevado de colesterol en comparación con el contenido de 
triglicéridos[138]. De hecho la LDL es la que transporta la mayor parte del colesterol que 
se encuentra circulante en sangre. Finalmente, las LDL en circulación son recuperadas 
por el hígado. Estos tres tipos de lipoproteínas también son usados por las células de los 
tejidos periféricos mediante su reconocimiento por receptores específicos, su 
internalización y su posterior degradación. La captación mediada por receptores es un 
proceso regulado por señales extracelulares que permite un rápido acceso a gran 
cantidad de lípidos (fosfolipidos, triglicéridos y colesterol).  
 
 
 HDL  
Las HDL son lipoproteínas de pequeño tamaño (entre 50 y 150 Å) y de densidad 
elevada (>1.063 g/ml). La síntesis de las HDL tiene lugar en el hígado e intestino, 
aunque también se ha descrito que otros tejidos periféricos pueden estar implicados en 
esta síntesis. A causa de su alto contenido en diversos lípidos y proteínas presentan una 
gran heterogeindad. Las HDL se dividen en β-HDL y pre-β-HDL que se distinguen 
según la migración electroforética en geles de agarosa. La mayoría del colesterol 
transportado por las HDL se encuentra en la fracción β-HDL. A su vez las β-HDL 
pueden diferenciarse en dos grupos en función de su tamaño y densidad. 
Las β-HDL son estructuras esféricas, mientras que las pre-β-HDL presentan forma 
discoidal, son relativamente más pequeñas que las β-HDL y son pobres en lípidos. Por 
este motivo las pre-β-HDL se consideran HDL inmaduras. El metabolismo de las HDL 
está íntimamente relacionado con el metabolismo de los lípidos contenidos en otras 
clases de lipoproteínas de densidad menor y mayor contenido de triglicéridos. En 
efecto, existe un intenso intercambio de constituyentes, tanto proteicos como lipídicos, 
entre las HDL y los Quilomicrones, las VLDL y las IDL. Sin embargo la característica 
mas importante de las HDL es su implicación en la eliminación del colesterol celular. 
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Mediante receptores específicos para estas lipoproteínas las células de tejidos 
periféricos pueden unir HDL y mediante el proceso denominado transporte reverso del 




3.2.2. Los receptores de lipoproteínas 
 
Las lipoproteínas pueden liberar FA por medio de la acción de la LPL y LH y estos FA 
pueden ser incorporados en las células por difusión a través de la membrana. Sin 
embargo la interacción de las lipoproteínas con receptores específicos permite la 
obtención de una mayor cantidad de lípidos por las células. 
Estos receptores tienen gran importancia tanto en la homeostasis de los FA como en la 
del colesterol. Se expresan en todos los tipos celulares, siendo el hígado y tejido adiposo 
las localizaciones más importantes en cuanto a su nivel de expresión. Aunque una de 
sus funciones es reconocer e internalizar lipoproteínas, esta no es la única. Se ha 
demostrado que pueden reconocer otras proteínas extracelulares, así como producir 
respuestas en señalización intracelular con efectos sobre la proliferación y movilidad 
celular[162]. 
Los receptores de lipoproteínas constituyen un grupo de proteínas de membrana 
heterogéneo que incluye miembros de tres familias proteicas diferentes: la familia de 




 Familia de receptores relacionados con LDLr 
Esta familia de receptores constituye un conjunto de proteínas estrechamente 
relacionadas. Todos ellos son receptores de superficie celular que presentan diversas 
funciones en los diferentes órganos, tejidos y células. Estos receptores están implicados 
en procesos de endocitosis y transducción de señales[163, 164]. El LDLr es el prototipo de 
esta familia que también incluye a VLDLr, ApoER2/LRP8, LRP1 y LRP1B, así como 
Megalina/GP330, SorLA/LR11, LRP5, LRP6,  MEGF7 y LRP10. Se caracterizan por 
presentar los siguientes tres dominios en su región extracelular: 
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1) Dominio clase A del LDLr : son repeticiones ricas en cisteína que presentan 
un papel central en el metabolismo del colesterol, permitiendo la unión de las 
lipoproteínas al receptor. 
2) Dominio clase B del LDLr : también conocido como motivo YWTD se 
encuentra en múltiples repeticiones en tánden formando las estructuras beta-propeller.  
3) Dominio homologo al lugar de unión de calcio de EGF: Está implicado en la 
interacción entre proteínas mediada por calcio.  
El dominio intracelular es el más variable entre los miembros de la familia, y 
permite diferenciarlos en dos grupos: aquellos que presentan motivos NPxY (implicada 
en la internalización del receptor) tales como LRP1, LRP1B, ApoER2, LDLr, VLDLr, 
LRP9, LRP4 entre otros, y aquellos que presentan motivos PPPSP como LRP5 y LRP6 
presentando así la capacidad de regular señales intracelulares en la ruta de Wnt/b-
catenina. Aunque todos ellos pueden reconocer lipoproteínas, los de mayor importancia 




 Superfamilia ABC 
Está formada por 48 miembros, todos ellos proteínas transmembrana muy conservadas 
filogenéticamente que son responsables de la translocación de un amplio numero de 
compuestos a través de membranas celulares incluyendo el rectículo endoplasmático, la 
mitocondria, los peroxisomas y la membrana plasmática[165]. Las proteínas ABC se 
subdividen en 7 familias (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCF, ABCG y SUR). De 
todas ellas solo encontramos receptores implicados en el reconocimiento de 
lipoproteínas en la familia ABCA y ABCG. ABCG1 y ABCA1 median el eflujo de 
colesterol de células periféricas a HDL y juegan un papel muy importante en la 
eliminación del colesterol. ABCG5 y ABCG8 están implicados en la excreción de 
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 Superfamilia SCRC 
La superfamilia SCRC es un conjunto de proteínas secretadas y de superficie celular 
altamente conservadas. Solamente en el grupo B de las SRCR se encuentran proteínas 
que pueden unir lipoproteínas. Concretamente son SCARB1 y SCARB2 (Scavenger 
receptor clase B tipo1 y tipo2), que aunque se han descrito en macrófagos con 
implicaciones en la eliminación de lipoproteínas modificadas (oxidadas y glicosiladas), 
también se han encontrado en otros tipos celulares implicadas en el reconocimiento 
sobre todo de HDL. 
Tanto la superfamilia SCRC como la ABC están implicadas con el transporte reverso de 
colesterol. Este transporte tiene una gran importancia para la célula pues su acumulo 
puede provocar efectos tóxicos. El eflujo de colesterol puede tener lugar de tres formas 
distintas: 
-Difusión acuosa: Este proceso se basa en la difusión de moléculas de colesterol libre en 
medio acuoso, hasta que son absorbidas por un aceptor.  
-Eflujo mediado por Scavenger receptor clase B: El movimiento de colesterol vía estos 
receptores (SCARB1 y SCARB2) es bidireccional y se parece al mecanismo de difusión 
acuosa, puesto que el movimiento del colesterol libre es dependiente de su gradiente de 
concentración[166].  
-Eflujo de colesterol mediado por transportadores ABC: A diferencia del transporte 
mediado por SCARB el movimiento de colesterol por estos receptores es 
unidireccional, y se cree que son los mayores responsables del transporte reverso de 
colesterol[167]. 
 
Aunque la mayoría de los tipos celulares del organismo obtienen la mayoría de los 
lípidos mediante receptores de membrana, también presentan la capacidad de llevar a 
cabo la síntesis de estos. De esta forma partiendo de derivados de la glucosa pueden 
sintetizar FA mediante la ruta de síntesis de novo de FA.  
 
 
3.2.3. Síntesis de novo de FA 
 
La síntesis de novo de FA es una ruta clave para mantener la homeostasis energética en 
animales. Esta ruta está altamente controlada tanto por señales hormonales como por 
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condiciones nutricionales. Así una dieta rica en carbohidratos la activa mientras que los 
lípidos la inhiben. El hígado y el tejido adiposo son los dos grandes productores de 
ácidos grasos por esta vía, siendo estos utilizados por tejidos periféricos como fuente de 
energía y como componentes estructurales de membranas. La síntesis de novo de ácidos 
grasos ocurre en el citoplasma de la célula mediante la extensión secuencial de una 
cadena hidrocarbonada por sucesivas adiciones de acetilos en forma de Malonil-CoA. 
Para ello es necesario la actuación de tres enzimas: ACL (ATP Citrate-Lyase), ACC 
(Acetil-CaA Carboxilase) y FASN (Fatty Acid Syntase). La ACL permite obtener 
Acetil-CoA en el citoplasma de la célula. El Acetil-CoA es trasformado, mediante la 
actuación de ACC en Malonil-CoA, y estos dos sustratos (Acetil-CoA y Malonil-CoA) 




En mamíferos existen dos isoformas de ACC (figura 5) denominadas como ACC1 y 
ACC2[168, 169]. Estas isoformas son codificadas por secuencias que se encuentran en 
cromosomas distintos, localizándose ACC1 en el 17q21 y ACC2 en el 12q24.1. Estos 
genes codifican proteínas de 265 y 280 kDa, respectivamente, y se ha descrito que 
presentan diferencias en su expresión. ACC1 se localiza en tejidos lipogénicos a 
diferencia de ACC2 que aparece en tejidos no lipogénicos y en hígado[169-171]. Su 
ubicación intracelular también es diferente. ACC1 se encuentra localizada en el 
citoplasma de la célula y está implicado en generar Malonil-CoA, que es usado por 
FASN para sintetizar ácidos grasos. ACC2 se encuentra localizada en la membrana 
mitocondrial externa, debido a la presencia de una secuencia hidrofóbica que no está 
presente en ACC1[169, 171]. Esta localización de ACC2 se relaciona con la regulación que 
ejerce sobre CPT1 (Carnitine Palmitoyl Transferase I) mediante inhibición alostérica 
mediada por Malonil-CoA, lo que conlleva la inhibición de la β- oxidación[172]. 
En mamíferos, a diferencia de procariotas, ACC está formado por un único polipéptido 
con tres dominios[173] (figura 5), que cataliza la reacción de síntesis de Malonil-CoA en 
dos pasos. En primer lugar el dominio BC cataliza la carboxilación de la biotina 
mediante el consumo de ATP, y luego el domino carboxil transferasa media la 
transferencia del grupo carboxilo de la biotina al Acetil-CoA dando como resultado 
Malonil-CoA. ACC es un enzima clave en la síntesis de ácidos grasos, ya que Malonil-
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CoA es el factor limitante en este proceso, aunque también se ha relacionado con la 
síntesis de cuerpos cetónicos [174, 175]. 
Figura 6: Ilustración comparativa entre ACC1 y ACC2. M (dominio de localización mitocondrial). MT 




FASN es un complejo multienzimático que lleva a cabo la síntesis de ácidos grasos 
mediante cuatro pasos: condensación, reducción, deshidratación y una segunda 
reducción. Los sustratos de este enzima son Acetil-CoA y Malonil-CoA, siendo también 
necesario el cofactor NADPH. Su actividad sigue la estequiometría que se indica a 
continuación: 
 
Acetil-CoA + 7Malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H+ = Palmítico + 7 CO2 + 8 CoA + 14 
NADP+ + 6 H2O 
 
En tejidos normales de adulto con una dieta balanceada, a excepción de hígado y tejido 
adiposo, los niveles de expresión de esta enzima son casi indetectables. En humanos 
está codificado por un gen situado en el 17q25, y al igual que en todos los mamíferos la 
proteína está formando un homodímero multifuncional de 250 kDa localizado en el 
citoplasma de la célula. Presenta siete actividades enzimáticas distintas concentradas en 
dos centros catalíticos, que le permiten llevar a cabo la síntesis de ácidos grasos. La 
energía en forma de poder reductor necesaria para sintetizar ácidos grasos es derivada 
del metabolismo de la glucosa mediante la ruta de las pentosas, y la reacción del enzima 
málico, aportando ambas NADPH a partes iguales. 
En las células tumorales, a diferencia de células normales, se ha descrito una 
sobreexpresión de FASN, y/o un incremento de su actividad en un amplio rango de 
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tumores humanos[176-188]. Por ello hoy en día se conoce a FASN como un antígeno 
oncogénico (OA-519). Su hiperactividad o sobreexpresión ocurre predominantemente 
en los tipos tumorales más agresivos, y la determinación de los niveles de FASN ha 
comenzado a usarse como un indicador pronóstico, llegando a proponerse como una 
posible diana terapéutica. 
 
 
3.2.4. Síntesis de Lípidos 
 
Los lípidos son moléculas complejas que presentan una gran diversidad. Existen lípidos 
destinados a reserva energética (triglicéridos), y lípidos estructurales. Los FA de estos 
últimos pueden estar esterificados con glicerol (glicerolípidos) o con ceramida 
(esfingolípidos), obteniendose de esta forma una gran variedad de lípidos. Asimismo 
presentan diferentes grupos polares pudiendo estar constituidos por un glúcido 
exclusivamente en el caso de los esfinglípidos (glucolípidos) o por un grupo fosfato y 
un aminoalcohol (fosfogliceridos y fosfoesfingolípidos). Aunque existen tejidos donde 
los esfingolípidos aparecen en una gran proporción tales como el sistema nervioso, los 
lípidos mayoritarios son los derivados del glicerol. La síntesis de glicerolípidos es una 
ruta fundamental para el organismo puesto que están implicados en reserva energética, 
absorción de nutrientes, composición de la leche y metabolismo de fosfolípidos [189-192]. 
En mamíferos existen dos rutas bioquímicas para la síntesis de estos compuestos. La 
ruta del monoacilglicerol que presenta un importante papel en la absorción de nutrientes 
en el intestino delgado, y la de glicerol fosfato que es responsable de la mayor parte de 
la síntesis de glicerolípidos a partir de ácidos grasos obtenidos en la síntesis de novo. El 
glicerol necesario para esterificar los ácidos grasos puede ser producido por vía de la 
glucólisis (glicerogénesis) o bien a través de la fosforilación del glicerol derivado de la 
lipólisis en el tejido adiposo o de la dieta[193]. 
La enzima glicerolfosfato acilctransferasa (GPAT) lisofosfatidato aciltransferasa y 
diacilglicerol aciltransferasa acilan el glicerol dando lugar a la formación de ácido 
lisofosfatídico, diacilglicerol y triacilglicerol respectivamente. Los fosfolípidos 
resultantes son transferidos a membranas mientras que los tiacilgliceroles son 
temporalmente almacenados en el citosol pudiendo ser movilizados a través de procesos 
de lipólisis y reesterificaión [194]. La síntesis de todos los glicerolípidos comienza con la 
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acilación de glicerol-3-fosfato con una cadena de acil-CoA para producir 
monoacilglicerol-3-fosfato. Esta reacción está catalizada por GPAT, la cual presenta la 
menor especificidad de todos los enzimas de la ruta de glicerol-3-fosfato sugiriendo que 




En células de mamífero estudios enzimáticos demostraron la existencia de dos 
isoformas de GPAT, una isoforma microsomal sensible a NEM (N-ethylmaleimide) y 
otra mitocondrial resistente a este. Estas isoformas también podían ser distinguidas por 
su sustrato de preferencia de forma que la isoforma mitocondrial muestra preferencia 
por FA saturados mientras que la microsomal no presenta preferencia alguna. Datos 
recientes han demostrado que estas dos isoformas, definidas enzimáticamente, en 
realidad están codificadas por al menos cuatro genes conocidos, dos de los cuales 
codifican para proteínas mitocondriales mientras que otros dos codifican proteínas 
microsomales. En la mayoría de las células la ruta dependiente de GPAT es la más 
importante para la síntesis de triglicéridos y fosfolípidos. Sin embargo existe otra ruta 
localizada en los peroxisomas mediante la cual se pueden sintetizar monoacilglicerol en 
ausencia de actividad GPAT[190]. 
GPAT cataliza el paso inicial de la síntesis de glicerolípidos mediante la producción de 
ácido lisofosfatídico. Su actividad está basada en esterificar ácidos grasos activados en 
la posición sn-1 de glicerol-3-fosfato. De las cuatro isoformas conocidas en mamíferos 
solo GPAT1 mantiene su actividad en presencia de NEM. Esta proteína se localiza en la 
membrana mitocondrial externa y es altamente expresada en tejido adiposo e hígado, 
siendo relacionada su actividad con la síntesis de triglicéridos[191, 192]. Existe otra 
isoforma asociada a la membrana mitocondrial (GPAT2), sin embargo es sensible a 
NEM. Esta isoforma fue descubierta en ratones KO para GPAT1[193]. GPAT3 fue la 
primera aciltransferasa descrita en microsomas, y presenta poca homología con GPAT1, 
siendo mucho más parecida a monoacilglicerol aciltransferasas. No es resistente a NEM 
y presenta actividad GPAT. Presenta una alta expresión en tejidos lipogénicos tales 
como el tejido adiposo, siendo también abundante en corazón y pulmón[191]. Por 
homología a GPAT3 fue identificado GPAT4 que también codifica una isoforma 
localizada en microsomas y sensible a NEM[194, 195].  
                                                                 Adaptaciones metabólicas en células tumorales 
 
 39 
Todas estas proteínas se caracterizan por presentar dominios transmembrana, y un 
dominio GPAT (PF01553) con alta homología a bacterias.  
El gen que codifica la GPAT1 mitocondrial fue caracterizada por mostrar un papel clave 
en la síntesis de glicerolípidos en el hígado. Sin embargo la actividad GPAT sensible a 
NEM ha sido demostrada ser la mas importante en la mayoría de tejidos de mamíferos, 
llegando esta a estar implicada en la síntesis del 90% del ácido lisofosfatídico[189]. De 
las cuatro isoformas de GPAT conocidas sólo ha sido descrita la regulación de GPAT1. 
Esta proteína es regulada a nivel transcipcional por insulina y cAMP y a nivel 
postraduccional mediante su fosforilación por AMPK y por casein-kinase 2[196-201].  
Dado que ha sido descrito en células tumorales una incrementada síntesis de novo de 
FA así como la necesidad continua de fosfolípidos para la síntesis de membranas, es 
logico pensar que pueda existir un aumento en la síntesis de monoacilglicerol mediado 
por GPAT. Aunque existen pocos trabajos al respecto, se ha demostrado que en algunos 





Los FAs no esterificados pueden ser oxidados para obtener energía en la mitocondria o 
en los peroxisomas. La oxidación intramitocondrial de ácidos grasos ocurre a través de 
la ruta de β-oxidación obteniéndose como resultado acetil-CoA. Durante este proceso 
los electrones son transferidos a FAD y NAD formando las formas reducidas de estos 
coenzimas, los cuales son utilizados para la síntesis de ATP en la cadena de transporte 
electrónico. El acetil-CoA puede ser oxidado completamente mediante el ciclo de 
ácidos tricarboxilicos, o puede ser dirigido hacia síntesis de otros compuestos. En la 
mitocondria no existen enzimas que puedan activar FAs de cadena larga (más de 14C) 
por su unión a CoA, por lo que tienen que ser importados desde el citosol mediante 
transportadores específicos[204]. Este proceso es llevado a cabo por dos enzimas situadas 
una en la membrana mitocondrial externa denominada CPT-1 y otra situada en la 
membrana mitocondrial interna (CPTII). Sin embargo FA de cadena corta (menos de 12 
carbonos) pueden atravesar la membrana mitocondrial y ser activados en la matriz por 
acil-CoA sintetasa (ACS), por lo que la oxidación de estos FAs no está controlada por 
CPT. 
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La oxidación de FAs también puede tener lugar en los peroxisomas. La β-oxidación en 
peroxisomas es responsable del metabolismo de cadenas de FAs muy largas mientras 
que la oxidación en la mitocondria está encargada de la oxidación de FA de cadena 
media y corta. En peroxisomas la reducción del NADH derivado del metabolismo de 
FA es oxidado directamente con la producción de H2O2, por lo que la energía que se 
obtiene en esta ruta es menor que en el caso de la mitocondria. Sólo una pequeña parte 
de la oxidación de FA por las células se lleva a cabo en los peroxisomas[205]. Asimismo 
existe una tercera ruta que permite la oxidación de FAs de cadena larga denominada ω-
oxidación[206]. El FA resultante de esta oxidación no puede ser usado por las 
mitocondrias pero si por los peroxisomas los cuales acortan la longitud del FA hasta que 
este puede ser metabolizado por la mitocondria. 
 
 CPT1 
Carnitine palmitoiltransferasa 1 (CPT1) cataliza la conversión de FA-CoA de cadena 
larga en acilcarnitina, que es la principal forma de transporte de FA desde el citoplasma 
a la matriz mitocondrial donde son dirigidos a β-oxidación. Este enzima no solo está 
implicado en el transporte de los FA dirigidos a β-oxidación, sino que también 
proporciona FA para otros procesos tales como la síntesis de lípidos complejos. Existen 
tres isoenzimas de CPT1 conocidas: CPT1 hepática (CPT1A) codificada por un gen 
situado en 11q13, CPT1 muscular (CPT1B) codificada un gen situado en 22q13, y 
CPT1 expresada en sistema nervioso (CPT1C) y codificada por un gen situado 19q13. 
CPT1A y B han sido extensamente estudiados desde que fueron clonados por primera 
vez en 1993 y 1995 respectivamente[207, 208]. CPT1A está expresado de forma muy 
ubícua, exceptuando el tejido adiposo y músculo esqueletico, mientras que CPT1B es 
expresado varios tejidos incluyendo tejido adiposo, músculo esqueletico, cerebro y 
corazón. Ambas isoenzimas presentan diferencias significativas tanto en sus 
características cinéticas como en su regulación. CPT1A presenta alta afinidad por 
carnitina y baja por malonil-CoA[209]. Tanto CPT1A como B están localizados en la 
membrana mitocondrial externa. Asimismo ambas isoenzimas presenta un papel critico 
en la fisiología de tejidos tales como corazón, hígado y células β del páncreas habiendo 
sido propuestas como potencial diana terapéutica para el tratamiento de desordenes 
metabólicos.  
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Figura 7: Ilustración comparativa entre una célula normal y otra transformada mostrando los cambios 
descritos a nivel del metabolismo de lípidos. 
 
CPT1C fue el ultimo miembro descrito de proteínas con actividad carnitín-
palmitoiltransferasa[210]. Su función es menos conocida que la de CPT1A y B, a pesar de 
que la secuencia proteica es altamente similar en todas ellas. Estudios de expresión han 
demostrado que CPT1C se localiza exclusivamente en el sistema nervioso central y en 
testículo. La capacidad de CPT1C de unir malonil-CoA ha sido demostrada y se ha 
sugerido que CPT1C regula el nivel de malonil-CoA disponible en el cerebro. 
Recientemente ha sido demostrado que esta isoenzima se localiza en neuronas y no en 
astrocitos, y que presenta al igual que CPT1A y B actividad carnitín-
palmitoiltransferasa. Sin embargo esta isoforma se localiza en el retículo 
endoplasmático y no en las mitocondrias como había sido propuesto con 
anterioridad[211]. 
CPT1 también presenta otros papeles además de su función en el metabolismo de ácidos 
grasos. Se ha descrito que interacciona con Bcl2, con implicaciones en apotosis y 
supervivencia celular[212,213]. Recientemente ha sido demostrado que CPT1 puede 
presentar un papel relevante en la biología de células tumorales. Asimismo se ha puesto 
de manifiesto la existencia de un aumento de los niveles de CPT1 en el núcleo de 
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células tumorales, proponiendo un posible papel de este enzima en la desacetilación de 
histonas y como consecuencia en la regulación de la expresión génica[214]. 
 
 
3.2.6. Regulación del metabolismo de lípidos por Ras y AKT 
 
La fisiología de las enzimas del metabolismo de lípidos ha sido estudiada ampliamente 
en hígado y tejido adiposo, donde está regulada por hormonas y metabolitos, sin 
embargo, en células tumorales es un campo aún poco conocido. La gran mayoría de los 
efectos de la activación de las rutas de Akt y Ras a nivel de metabolismo de lípidos 
están mediados por factores de transcripción SREBP. Se conocen tres SREBPs (Sterol 
Regulatory Element-Binding Protein) denominados SREBP-1a, SREBP-1c, y SREBP-2 
con una alta homología a nivel de secuencia[215]. Todos ellos presentan un dominio N-
terminal de transactivación, seguido por un motivo de unión al DNA (cremallera de 
leucinas), y por último dos dominios hidrofóbicos implicados en su localización en el 
retículo endoplasmático[216]. 
Los SREBPs son sintetizados como precursores de alto peso molecular que necesitan 
ser hidrolizados para activarse. Sus formas inactivas se encuentran unidas a la 
membrana del retículo endoplasmático y para ser activas tienen que ser procesadas 
proteolíticamente dejando libre el dominio N-terminal, el cual se transloca al núcleo 
donde se une a SREs y activa la transcripción de múltiples genes diana. Cuando las 
concentraciones de esteroles son bajas, SREBP forma un complejo con SCAP (SREBP 
Chaperone) lo que permite el paso de estas proteínas desde el retículo endoplasmático 
al aparato de Golgi vía vesículas COPII. En el aparato de Golgi mediante dos pasos 
proteolíticos se deja libre el extremo N-terminal de SREBP de forma que puede 
translocarse al núcleo donde regula genes de la síntesis de ácidos grasos así como de 
colesterol[217, 218]. Por lo contrario cuando los niveles de esteroles en la célula son 
elevados, INSIG (Insulin Induced Gene 1) se une a SCAP, impidiendo la formación del 
complejo SCAP/SREBP e inhibiendo tanto el movimiento hacia el aparato de Golgi 
como el procesamiento y activación de SREBP[219] (Figura 8). 
 
 









El procesamiento de SREBP por la activación de la ruta de Akt ha sido ampliamente 
descrito[220]. Sin embargo y aunque se ha demostrado este mismo efecto por la 
activación de la ruta de Ras el proceso no ha sido tan estudiado[102].  
SREBP aparece implicado en la expresión de los receptores de lipoproteínas y se ha 
demostrado que su activación incrementa los niveles de LDLr y SR-BI. Sin embargo la 
expresión de LDLr no solo está mediada por SREBP-1 y 2. De hecho se ha demostrado 
que la activación de ERK induce la expresión de LDLr de forma independiente de 
SREBP[221, 228]. A diferencia de LDLr, la regulación de VLDLr y de los receptores 
implicados en el transporte reverso del colesterol (ABCG1 y SR-BI) se encuentran bajo 
la regulación de receptores nucleares tales como LXR, FXR o PPaR que pueden ser 
activados por Akt[222-227].  
Tanto los receptores nucleares como los PPAR están regulados por ligandos de carácter 
lipídico que pueden derivar de la síntesis de novo de colesterol y de FAs. La síntesis de 
novo de FAs es regulada a su vez por las rutas de Akt y Ras en distintos niveles. 
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Mediante la activación SREBP por la ruta de Akt desencadena el aumento de la 
transcripción tanto de ACC como de FASN[229]. La ruta de Ras, aunque menos 
estudiada en relación al metabolismo de FA, también se ha relacionado con incremento 
en niveles de FASN, y se sabe que la interacción de SREBP con sus genes diana está 
mediada por la activación de ERK1/2[102, 230]. 
La síntesis de lípidos también está regulada por estas dos rutas. De esta forma la 
actividad GPAT mitocondrial, concretamente GPAT1, aparece regulada por insulina. 
Este efecto está mediado por el procesamiento de SREBP, así como por la proteína de 
unión a elementos de respuesta a carbohidratos ChREBP[231, 232].  
CPT-1 es el enzima clave en la regulación de la β-oxidación. Aunque no se ha descrito 
su regulación vía Ras o Akt, su expresión se encuentra bajo el control de factores de 
transcripción tales como TR y RXR[233] o PGC-1[234, 235]. Sin embargo Akt y Ras pueden 
inhibir a CPT-1 de forma indirecta mediante el aumento de los niveles de ACC y por lo 
tanto de malonil-CoA. (Figura 9).  
 
 
Figura 9: Ilustración mostrando algunos de los mecanismos de regulación del metabolismo de lípidos por 
medio de las rutas de señalización PI3K/AKT y Raf/MEK/ERK.  
 
Como hemos visto tanto el metabolismo de la glucosa como el de lípidos aparece 
altamente regulado por la activación de las dos rutas oncogénicas descritas (Ras y Akt). 
En los últimos años han surgido nuevas propuestas para abordar el tratamiento tumoral 
usando para ello los cambios metabólicos que presentan estas células. En esta línea, se 
ha caracterizado un enzima capaz de responder a bajos niveles energéticos de las células 
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y actuar a nivel del metabolismo para restablecerlos. Este enzima es AMPK el cual ha 
sido propuesto como un posible supresor tumoral así como una diana terapéutica para el 
tratamiento de cáncer. Sin embargo su papel en la biología tumoral no ha sido 
esclarecido totalmente.  
 
   
4. AMPK  
 
AMPK forma parte de la subfamilia de protein-kinasas activadas por AMP/SNF1. 
AMPK es una proteína altamente conservada durante la evolución pudiéndo encontrarse 
en la gran mayoría de los eucariotas con la única excepción conocida de 
Endephalitozoon cuniculi, el cual es un parasito intracelular obligado[236]. Esta proteína 
es el mayor regulador de la homeostasis energética en la célula y coordina las rutas 
metabólicas con el fin de obtener un equilibrio entre la demanda energética y el aporte 
de nutrientes Su importancia en la célula se ha puesto de manifiesto en numerosos 
trabajos, ya que tanto en Drosophila[237, 238] como en ratón (datos no publicados de 
Viollet Benoit) la perdida total de la actividad de AMPK desencadena letalidad 
embrionaria; la deleción del ortologo de AMPK en levaduras imposibilita su 
crecimiento en medios pobres en glucosa[239]; y en plantas primitivas AMPK es 
necesario para mantener el crecimiento cuando éstas son mantenidas bajo ciclos de 
luz/oscuridad[240], ejerciendo la oscuridad el mismo papel que la ayuno en mamíferos. 
 
4.1. Regulación de AMPK  
 
AMPK se ha descrito como un sensor del metabolismo celular, que se activa en 
respuesta a depleción energética, y actúa regulando genes, y proteínas implicados en 
metabolismo, proliferación y apoptosis[241, 242]. Sus efectos más estudiados han sido la 
inhibición de rutas anabólicas, activación de rutas catabólicas, parada de ciclo celular, e 
inducción de apoptosis. Por todos estos efectos se ha propuesto a AMPK como un 
sensor metabolico. 
AMPK aparece en las células formando un complejo heterotrimérico, con una 
subunidad catalítica (α) y dos reguladoras (β y γ). Existen dos isoformas conocidas de la 
subunidades α y β, mientras que de la γ se han descrito tres. A causa de las distintas 
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combinaciones de las isoformas se han descrito 12 complejos heterotriméricos distintos, 
los cuales presentan diferencias en regulación, actividad y localización celular [243, 244].  
En el extremo N-terminal de la subunidad α está situado el dominio Ser/Thr quinasa del 
enzima, el cual presenta una zona altamente conservada que contiene una treonina 
(Thr172) que al ser fosforilado incrementa su actividad en unas 100 veces[245]. 
Asimismo la subunidad α presenta un dominio de autoinhibición implicado en regular 
negativamente la actividad del enzima[246, 247]. Finalmente en la región C-terminal de 
esta subunidad existe un dominio que permite la interacción con la subunidad β. Esta 
segunda subunidad actúa como un puente de unión entra la subunidad α y la γ, aunque 
también presenta un domino de unión a glucógeno (CBD) que permite la localización 
del complejo enzimático en este polímero de carbohidratos[248]. Finalmente la subunidad 
reguladora γ de AMPK presenta 4 dominios denominados CBS (Cystationin b-synthase) 
los cuales pueden unirse a dos moléculas de AMP o ATP de forma mútuamente 
excluyente así como un tercer AMP no intercambiable[249]. La activación de AMPK 
tiene lugar por distintos tipos de estrés (bajos niveles de glucosa, hipoxia, choque 
térmico, ejercicio,…) que incrementan la relación AMP/ATP. Desde un punto de vista 
molecular AMPK se activa alostéricamente por unión de AMP, aunque también puede 
ser fosforilado por distintas quinasas incrementando su actividad[250].  
La unión de AMP a la subunidad γ de AMPK desencadena la activación del enzima por 
un complejo mecanismo que incluye una activación alostérica directa y favorece la 
activación por fosforilación en treonina 172[251] de la subunidad α mediada por quinasas 
especificas. Trabajos recientes han sugerido que la unión de AMP inhibe la 
defosforilación del enzima lo que resulta en un incremento de su nivel de 
fosforilación[252, 253]. Existen tres quinasas (LKB1, CaMKKIIβ, y TAK1) que han sido 
descritas como capaces de activar a AMPK por fosforilación de la subunidad α en 
treonina 172 incrementando de esta forma la actividad de AMPK (Figura 10). La 
quinasa pulmonar B1 (LKB1) fosforila y activa a AMPK incrementando en 100 veces 
su actividad, y por diversas evidencias se ha propuesto a AMPK como su principal 
efector[254, 255]. AMPK puede ser activado también de forma calcio-dependiente, y esto 
es mediado por isoformas de CAMKK (calcio-calmodulin quinasa 2), sobre todo en 
tejido neural donde estas proteínas se expresan en un nivel elevado[256, 257]. La 
fosforilación mediada por TAK1 (quinasa activada por el factor de crecimiento 
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transformante β) está menos documentada aunque está apoyada por resultados 
obtenidos en ensayos libres de células, así como en cultivos celulares[258-260]. Como 
hemos visto AMPK también puede ser regulado mediante desfosforilación y aunque 
que no se conoce cual es exactamente la fosfatasa que lleva a cabo este proceso si se ha 

























Figura 10: Mecanismos de activación/inhibición de AMPK por proteínas (círculos azules), por procesos 




4.2. Localización celular de AMPK 
  
La regulación de la actividad enzimática por localización celular es un mecanismo bien 
conocido y aunque se desconoce el efecto del cambio de localización de AMPK en la 
célula, si se sabe que éste tiene lugar. De esta forma se ha descrito que el homólogo de 
la subunidad α de AMPK en levaduras (snf1) está presente en el núcleo y regula la 
transcripción a través de la fosforilación de histonas[262]. Trabajos pioneros del 
laboratorio de Hardie DG mostraron que los complejos AMPK de mamíferos 
conteniendo la subunidad α2 estaban al menos en parte distribuidos en el núcleo 
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celular[243]. Este trabajo se extendió pudiendo demostrar que la subunidad α2 se 
transloca al núcleo en respuesta a la contracción muscular o al tratamiento con 
leptina[263, 264]. No se conoce porque α2 es translocada al núcleo de la célula pero se ha 
visto que depende de la existencia de una señal de localización nuclear que no se 
encuentra en la subunidad α1[264]. Recientes trabajos han demostrado que no solo la 
subuindad α puede translocarse al núcleo, sino que lo hacen también trímeros de 
AMPK[265]. En relación con esto ha sido demostrado que la isoforma β1 presenta una 
localización predominante nuclear en neuronas mientras que la β2 en neuronas y la β1 y 
β2 en astrocitos presentan una localización citoplasmática[266]. La subunidad β1 puede 
ser fosforilada en distintos residuos de los cuales la fosforilación de las serinas 24, 25 y 
182 están implicados en su distribución por la célula[267]. Asimismo presenta una 
secuencia de miristilación que puede situarla en los distintos orgánulos celulares así 
como en la membrana plasmática[268]. De esta forma distintas combinaciones de las 
subunidades de AMPK, así como la fosforilación, defosforilación o miristilación de 
ellas pueden determinar una u otra localización.  
Dado que la activación de AMPK promueve su translocación al núcleo y que produce 
cambios en el patrón de expresión de diversos genes, no es aventurado hipotetizar que 
AMPK podría estar implicado en la regulación de proteínas nucleares implicadas en 
transcripción. En relación con esto, se ha demostrado que AMPK puede fosforilar a 
CREB, así como también es el mayor regulador de PGC-1α, entre otros [269, 270].  
Estas posibles diferencias de localización pueden explicar los distintos y a veces 




4.3. AMPK y metabolismo 
 
La activación de AMPK puede regular distintos procesos en la célula. Concretamente a 
nivel metabólico actúa sobre el metabolismo de ácidos grasos, de la glucosa, y de la 
síntesis de proteínas, entre otros. 
A nivel del metabolismo de ácidos grasos AMPK interviene incrementando la oxidación 
de lípidos e inhibiendo la síntesis de novo de estos. El incremento en la oxidación de 
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lípidos tiene lugar en parte debido a que AMPK incrementa los niveles de PPAR-α, 
implicado en la transcripción de genes que codifican proteínas involucradas en β-
oxidación[716, 272]. Asimismo se ha descrito que AMPK puede fosforilar directamente a 
PPAR-α aunque se desconoce la relevancia fisiológica de esta fosforilación. AMPK 
también actúa inhibiendo la síntesis de novo de ácidos grasos y lípidos tanto a nivel 
transcripcional como postraduccional. Así actúa disminuyendo la síntesis de enzimas 
implicadas en la lipogénesis, por medio de la regulación de los factores de transcripción 
SREBP y ChREBP[273]. También puede actuar directamente sobre enzimas de la síntesis 
de ácidos grasos. Fosforila a ACC1 en las Ser77 y Ser79, a ACC2 en las Ser219 y 
Ser221, y posiblemente a FASN inhibiéndolos[341]. De esta forma tiene lugar una 
disminución en la lipogénesis, así como un incremento de la β-oxidación[274].  
A nivel del metabolismo de la glucosa AMPK actúa incrementando la glucólisis, e 
inhibiendo la gluconeogénesis. Se ha descrito que regula la glucólisis actuando, por 
ejemplo, sobre GEF, el cual esta implicado en la transcripción de Glut-4. AMPK 
fosforila a GEF de forma que este incrementa su afinidad por el promotor de Glut-4 y 
aumenta su nivel de transcripción[275-277]. La disminución en la gluconeogénesis 
mediada por AMPK tiene lugar mayormente por la fosforilación del complejo TORC2. 
Cuando TORC2 se fosforila no puede entrar en el núcleo e interactuar con CREB 
coactivándolo, por lo tanto, no tiene lugar la expresión de los genes regulados por estas 
proteínas, tales como G6Pasa, y PEPCK (implicados en gluconeogénesis)[276]. De esta 
forma se reduce la síntesis de glucosa en la célula (Figura 11). 
Asimismo AMPK también regula el metabolismo mitocondrial siendo su mayor efector 
el factor de transcripción PGC1α. AMPK directamente fosforila y activa este factor de 
transcripción el cual está implicado en la transcripción de genes implicados en la 
fosforilación oxidativa y biogénesis mitocondrial. 
 




Figura 11: Algunas de las dianas sobre las que actúa AMPK, y sus principales efectos biológicos en las 
células. Las flechas de trazo continuo indican una regulación directa, mientras que las de trazo 
discontinuo indican una regulación mediada por otros enzimas. 
 
La síntesis de proteínas es regulada por AMPK de varias formas. Isoformas del 
complejo AMPK que contienen la subunidad γ3 aparecen localizadas en el nucleolo, 
reduciendo la actividad de la RNA Polimerasa I, lo que implica una disminución de la 
síntesis de los rRNAs que forman parte de la estructura básica de los ribosomas, y por 
consiguiente la síntesis de proteínas[278]. Otro mecanismo por el cual AMPK actúa 
inhibiendo la síntesis de proteínas es produciendo una fosforilación activadora sobre 
TSC2. De esta forma se inhibe la ruta de mTOR y por lo tanto la síntesis de proteínas.  
Todos estos efectos llevados a cabo por AMPK a nivel del metabolismo tienen como fin 
último reducir el gasto energético en la célula para de esta forma restablecer los niveles 
energéticos y favorecer la supervivencia de ésta.  
 
 
4.4. AMPK, ciclo celular y apoptosis 
 
Tanto el ciclo celular como la apoptosis pueden ser regulados por AMPK y este efecto 
está mediado, al menos en parte, por la regulación de p53[279]. En condiciones normales 
p53 es ubiquitinado y degradado rápidamente, mientras que cuando es fosforilado 
incrementa su estabilidad, impidiendo su degradación y de esta forma puede actuar 
inhibiendo el ciclo celular e induciendo la apoptosis mediante la regulación de distintos 
genes. Cuando AMPK se activa, actúa sobre p53 y lo fosforila en la Ser15 
incrementando su estabilidad. Ello conlleva un aumento de los niveles celulares de 
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p21waf1/cip1[290, 291], lo que induce una parada en el ciclo y/o la muerte celular. Asimismo 
la inhibición del ciclo celular también se ha relacionado con la inhibición de mTOR 
mediada por AMPK[292].  
Trabajos recientes han descrito otras funciones AMPK. Se ha demostrado que AMPK 
es necesario en células de drosófila para mantener la polaridad celular, la segregación 
cromosómica y la estabilidad genómica. La deleción de AMPK en este organismo 
desencadena la pérdida de polaridad en células epiteliales e induce la formación de 
células poliploides[293]. Estos efectos se han asociado a la capacidad de AMPK de 
fosforilar a MRCL[294]. Aunque en células humanas también se ha podido constatar que 
AMPK presenta un papel en la mitosis puesto que se localiza en el aparato mitótico 
junto con otras proteínas implicadas en segregación de cromosomas y en finalización de 
la división celular, no se conoce cuál es su papel concreto en este proceso[295]. Otros 
trabajos también han observado que AMPK es necesario para la maduración de oocitos 
de mamífero y su activación ayuda a promover la meiosis[296]. A nivel molecular se ha 
demostrado que la activación de AMPK regula el ciclo celular a traves de su acción 
sobre el inhibidor de quinasas dependientes de ciciclinas p27kip1[297]. Asimismo AMPK 
tambien regula el ciclo celular actuando de forma directa sobre Rb y β-catenina[298, 299] o 
de forma indirecta sobre Rb[34] y p53[300-302] por medio de SIRT1[303, 304]. 
 
 
4.5. AMPK en cáncer 
 
AMPK es un importante modulador del metabolismo energético no sólo en células 
normales sino también en células tumorales[305]. A nivel molecular AMPK se ha 
estudiado en oncogénesis y progresión tumoral principalmente por su papel en la 
regulación de la síntesis de novo de FA, así como también por ser regulado por LKB1. 
Existen evidencias que sitúan a LKB1 como un supresor de tumores, ya que su 
activación en líneas celulares induce parada en G1, y mutaciones en LKB1 impiden que 
se detenga el ciclo celular[306]. Asimismo mutaciones en el gen de LKB1 han sido 
encontradas en un gran número de tipos tumorales, llegando a encontrarse mutado en un 
34% de los adenocarcinomas de pulmón[307-309].  
LKB1 fosforila y activa a AMPK y por diversas evidencias se ha propuesto a AMPK 
como su principal efector y por lo tanto como un supresor tumoral. Además, AMPK ha 
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sido identificado como una kinasa que activa a TSC2[310] (supresor tumoral implicado en 
inhibir la ruta de mTOR). Recientemente también se ha demostrado que AMPK 
fosforila e inhibe a Raptor, otro modulador de mTOR[311]. Todo esto impediría la 
síntesis de proteínas y la progresión del ciclo celular[305].  
AMPK tambíen puede actuar como supresor tumoral por medio de la regulación del 
metabolismo lipídico inhibiendo enzimas esenciales para la síntesis de FA como son 
ACC y FASN[305]. FASN ha sido considerado como un oncogén metabólico altamente 
expresado en distintos tipos de tumores tales como mama, próstata y glioma[312, 313] y 
diversos estudios han mostrado que la inhibición de FASN por agentes farmacológicos o 
mediante el uso de siRNA disminuye la proliferación de células tumorales e inducen su 
apoptosis[314, 315]. Finalmente y como ya hemos visto AMPK también regula la actividad 
de p53 resultando en la inhibición del crecimiento de células tumorales[316].  
Dadas estas circunstancias la inmensa mayoría de los trabajos realizados han sido 
orientados a la activación de AMPK como medio de inhibir el crecimiento tumoral.  
Sin embargo trabajos recientes han observado elevados niveles de pAMPK en ciertos 
tipos tumorales entre ellos glioma[317-319]. Estos resultados junto con el hallazgo del 
papel de AMPK como promotor de ciclo comienzan a plantear cuestiones a cerca de las 













Con el fin de profundizar en el conocimiento de la regulación del metabolismo de las 
células tumorales, concretamente en el metabolismo de lípidos, así como en la 
importancia de AMPK durante el proceso de oncogénesis, nos hemos propuesto un 
objetivo básico en este trabajo: 
 
Estudiar el estado metabólico, su regulación y el papel de AMPK durante el proceso de 





















Material y métodos 
 
1. Cultivos celulares 
 
En este trabajo hemos utilizado cultivos primarios de astrositos de ratón y líneas 
celulares de glioblastoma humano. Tanto los cultivos primarios como las líneas 
celulares utilizadas (U87MG, U373MG y Phoenix) se mantuvieron en DMEN 
suplementado con un 10% de FBS. 
 Para realizar el cultivo primario de astrocitos neonatales, se utilizaron ratones de 3 días 
de edad de la cepa B6.129S4-Ptentm1Hwu/J, o AMPKαloxP/loxP. Los ratones AMPKαloxP/loxP 
(cedidos por el Dr. B. Viollet, CNRS, París) fueron generados al cruzar AMPKα1loxP/loxP 
(resultados no publicados de Viollet B y Fisher M) y AMPKα2loxP/loxP [320]. Ambas cepas 
de ratones son totalmente viables. Los animales fueron alimentados ad libitum y 
Material y Métodos                                                                                                             . 
 56 
mantenidos en un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad. Para su manejo se siguió la 
normativa del comité bioético de nuestra institución. 
Tras el sacrificio de los ratones, se diseccionaron los hemisferios cerebrales en 
condiciones estériles y se disgregaron mecánicamente en DMEN (Sigma Aldrich) 
suplementado con un 10% de FBS (Gibco). La suspensión celular se pasó a través de 
una malla de nylon estéril de 40 µm de diámetro de poro (BD, Falcon) y se centrifugó 
durante 5 minutos a 1000 rpm y 25ºC. El pellet se resuspendió en DMEN suplementado 
con un 10% de FBS y las células se sembraron en placas de 100 mm de diámetro a una 
densidad de 1x104 células/cm2[322]. 
Los cultivos celulares se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera húmeda con CO2 al 5% 
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo los restos celulares se eliminaron mediante 
un lavado con PBS estéril (Sigma Aldrich). A las células se les añadió medio de cultivo 
fresco (DMEN suplementado con un 10% de FBS ) y se mantuvieron en cultivo durante 
3-4 días. 
Para los experimentos de deficiencia de lipoproteínas, las células fueron cultivadas en 
DMEN suplementado con un 10% de suero deficiente en lipoproteínas (Sigma), el cual 
contiene una concentración de lipoproteínas inferior al 5% (a partir de ahora 
denominado LPDM). Para la realización de los experimentos de suplemento de 
lipoproteínas, las céulas se cultivaron en LPDM junto con VLDL, LDL y HDL 
(Calbiochem), a las concentraciones indicadas. 
Para la inhibición/activación de AMPK se utilizó compuesto C y AICAR (Calbiochem), 
respectivamente. Los compuestos fueron añadidos al medio de cultivo (DMEN, 10% 
FBS) a la concentración y el tiempo indicados.  
Todos los experimentos fueron realizados en células mantenidas en cultivo siete días a 
menos que en el texto aparezca otra indicación.  
 
 
2. Infección retroviral y transfección 
 
Como consecuencia de la poca eficiencia en la transfección de los cultivos primarios, 
optamos por la infección como método para expresar H-RasV12 y la recombinasa Cre de 
forma estable. La infección se realizó con virus ecotrópicos obtenidos mediante la 
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transfección de células empaquetadoras Phoenix con los vectores retrovirales PIG, PIG-
CRE, pBABE y pBABE-H-RasV12 (cedidos por P.P. Pandolfi). 
Las células Phoenix ecotropicas[323] se sembraron a una densidad de 5x104 células/cm2 
en placas de 100 mm de diámetro. Doce horas más tarde se les cambió el medio de 
cultivo por un medio fresco y se transfectaron con los vectores retrovirales mencionados 
utilizando el método del fosfato cálcico[324]. Cada vector fue transfectado por separado 
en una placa de Phoenix a una concentración de 1,5 µg/mL. La eficacia de la 
transfección se cuantificó mediante la visualización de GFP, expresado en las células 
infectadas con el vector PIG o PIG-CRE, usando para ello un microscopio de 
fluorescencia Olympus (IX 70). 
A las 48 horas de la transfección se recogió el medio de cultivo que contenía los 
retrovirus, y se filtró utilizando filtros de acetato de celulosa estériles de 0,45 µm de 
poro Minisart, a fin de poder así eliminar las posibles células presentes en el 
sobrenadante. 
Los cultivos primarios de astrocitos, obtenidos de ambas cepas de ratón, se sembraron 
en placas de 100 mm de diámetro a una densidad de 4250 células/cm2. Tras 24 horas en 
cultivo se realizó una doble infección en presencia de polibreno 4 mM (Sigma Aldrich), 
estableciéndose cuatro grupos experimentales: 
En el caso de células PtenloxP/loxP 
PtenloxP/loxP :  infectado con PIG + pBABE 
PtenloxP/loxP H-RasV12 :  infectado con PIG + pBABE-H-RasV12 
Pten-/- :  infectado con PIG-CRE + pBABE 
Pten-/- H-RasV12 :  infectado con PIG-CRE + pBABE-H-RasV12 
 
En el caso de células AMPKloxP/loxP 
AMPKloxP/loxP :  infectado con PIG + pBABE 
AMPKloxP/loxP H-RasV12 :  infectado con PIG + pBABE-H-RasV12 
AMPK-/- :  infectado con PIG-CRE + pBABE 
AMPK-/- H-RasV12 :  infectado con PIG-CRE + pBABE-H-RasV12 
 
A las 24 horas tras la infección los astrocitos se seleccionaron con puromicina 2 µg/mL 
(Sigma Aldrich) para eliminar las células no infectadas. La selección se mantuvo 
durante 3 días y transcurrido este tiempo los astrocitos se subcultivaron para realizar los 
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distintos experimentos en placas de 100 mm de diámetro o placas de 24 pocillos a una 
densidad de 4250 células/cm2.  
 
Para el silenciamiento de AMPK en las líneas celulares U87MG y U373MG utilizamos 
siRNA comerciales contra las subunidades catalíticas de AMPK (SantaCruz). Las 
células se sembraron a una densidad de 15x103 células/cm2 en placas de 6 pocillos. Tras 
24 horas de cultivo las células fueron transfectadas con los siRNA indicados a una 
concentración 10-20nM usando para ello el medio de transfección jetPRIME (Polyplus) 
según indicaciones del fabricante. Cuarenta y ocho horas tras la transfección las células 
se utilizaron para los experimentos indicados. 
 
 
3. Bloqueo de receptores de lipoproteínas 
 
Para la determinación de la funcionalidad de los receptores de lipoproteínas así como 
del efecto de su bloqueo mediante distintos péptidos utilizamos lipoproteínas marcadas 
con un fluorocromo (DiL). Concretamente empleamos VLDL-DiL y LDL-DiL (Kalen 
Biomedical). Para el bloqueo de receptores de lipoproteínas utilizamos TFPIc23 (New 
england peptide) y Rap (LOXO). En estos experimentos cada grupo experimental se 
sembró por triplicado en placas de 24 pocillos a una densidad de 4250 células/cm2 en 
300µL de LPDM, 300µL de LPDM conteniendo TFPIc23 5-10-20µM o 300µL de 
LPDM conteniendo Rap 1-2-4µM. Tras una incubación de 30 minutos se añadieron 
10µg de VLDL-DiL o LDL-DiL por pocillo. Después de una hora las células se lavaron 
con PBS para eliminar los restos de lipoproteínas marcadas y se fijaron en PFA 2%. 
Posteriormente, los núcleos se contratiñeron con Hoechst-33258 y se visualizaron con 
un microscopio de fluorescencia Olympus (IX 70). Asimismo se tomaron 
microfotografías de campos aleatorios y se cuantificó la cantidad de fluorescencia por 
célula usando para ello el sofware ImageJ del NIH. Para el estudio del efecto de 
TFPIc23 o Rap sobre proliferación, las células se sembraron en DMEN 10% FBS, en 
DMEN 10% FBS conteniendo TFPIc23 5-10-20µM o DMEN 10% FBS conteniendo 
Rap 1-2-4µM y se realizaron curvas de crecimiento usando el método de cristal violeta. 
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4. Curvas de proliferación e incorporación de BrdU 
 
Para elaborar las curvas de proliferación el número de células fue determinado de forma 
indirecta mediante la técnica de cristal violeta[325]. 
Cada grupo experimental se sembró por triplicado en placas de 24 pocillos a una 
densidad de 4250 células/cm2. En los días 1, 3, 5 y 7 las células se fijaron con 
metanol/acético 3/1 durante 15 minutos, se lavaron con PBS, y se tiñeron durante 30 
minutos con cristal violeta al 0,1% en PBS w/v (todo ello de Sigma Aldrich). El exceso 
de tinción fue eliminado mediante lavados con PBS. 
El cristal violeta captado por las células se extrajo utilizando ácido acético al 10% v/v 
durante 1 hora en agitación. Se determinó la absorbancia de cada muestra (595nm) por 
triplicado para lo que se utilizó un lector de microplacas Tecan Sunrise. Los datos se 
representaron en unidades de absorbancia. 
Para la determinación de la incorporación de BrdU, las células fueron cultivadas en 
cubreobjetos circulares de 1,13cm2, se incubaron con 5-bromo 2-deoxiuridina (Sigma 
Aldrich) 5mM durante 1 hora y se fijaron con etanol al 80%.  
Para permeabilizar las células y desnaturalizar el DNA se utilizó un tratamiento con 
HCl 4N durante 20 minutos. Posteriormente las células se bloquearon durante 15 
minutos con BSA al 0,5% en PBS w/v y Tween 20 al 0,5% v/v (Sigma Aldrich). 
Transcurrido este tiempo se incubaron durante 12 horas a 4ºC con el anticuerpo 
primario anti-BrdU 1/100 (Sigma Aldrich). Tras varios lavados con PBS (Sigma), las 
células se incubaron en oscuridad durante 45 minutos a temperatura ambiente con el 
anticuerpo secundario anti-mouse IgG F(ab´)2 conjugado con el fluorocromo CY3 
(Jackson Immunoresearch) y Hoechst-33258 10uM (Sigma Aldrich). 
Las células se visualizaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus IX 70) y se 
fotografiaron campos aleatorios para posteriormente proceder a la cuantificación del 
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5. Apoptosis y senescencia 
 
La apoptosis fue determinada mediante tinción nuclear con Hoechst-33258 (Sigma 
Aldrich). El Hoechst es un colorante vital con una elevada afinidad por el DNA en 
concreto por los pares de bases A-T, lo que permite visualizar la condensación de 
cromatina. De esta forma podemos apreciar los cambios que ocurren en las células 
apoptóticas y así cuantificarlas. Para ello las células se sembraron en placas de 24 
pocillos, cada grupo por triplicado. Tras los tratamientos y tiempos indicados en cada 
experimento se fijaron con metanol/acético (3/1), se lavaron con PBS, y se incubaron en 
Hoechst-33258 2µM durante 30 minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo las 
células se visualizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus IX 70) se tomaron 
fotos de tres campos aleatorios de cada replicado, y se cuantificó el número de células 
apoptóticas por campo mediante la observación de núcleos con condensación de 
cromatina localizada en la membrana nuclear, y cromatina condensada en núcleos 
fragmentados. El porcentaje de células apoptóticas se representó en relación al número 
total de células. 
El ensayo de senescencia esta basado en la presencia de actividad β-Galactosidasa a pH 
ácido en las células senescentes[326]. Para conocer el número de células senescentes, se 
utilizó el kit de senescencia de Cell-Signalling. Las células se sembraron en placas de 
24 pocillos, cada grupo por triplicado, y transcurridos 7 días se fijaron e incubaron con 
las soluciones contenidas en el kit según indicaciones del fabricante. Para conocer el 
número total de células se utilizó la tinción nuclear con Hoechst-33258. Las células se 
visualizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus IX 70) y se fotografiaron 
campos aleatorios para posteriormente cuantificar el porcentaje de células senescentes. 
 
 
6. Ensayo de tumorogénesis en ratones SCID 
 
Los ratones SCID fueron alimentados ad libitum y mantenidos en un ciclo de 12 horas 
de luz/oscuridad. Para estimar el efecto antitumoral del compuesto C in vivo, se 
inyectaron 2,5x106 de células de la línea U87MG en el flanco derecho de ratones SICD 
de 6-8 semanas de edad (20–25g). Cuando los tumores subcutáneos alcanzaron un 
tamaño mínimo de 10 mm3, fueron medidos diariamente hasta el final del experimento 
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usando para ello un calibre. El volumen del tumor fue calculado según la formula: 
((longitud2 x ancho)/2). Cuando los tumores alcanzaron el tamaño de 10 mm3 los 
ratones fueron separados en dos grupos para iniciar el tratamiento. Un grupo fue tratado 
con compuesto C, administrado como una única dosis de 10 mg/kg 
intraperitonealmente, mientras que el segundo grupo recibió una inyección del vehiculo 
(100µL PBS/DMSO 10%). El estado de salud de los ratones fue monitorizado 
diariamente y cuando los tumores alcanzaron una longitud superior a los 200 mm3, los 




7. Inmunofluorescencia e inmunohistoquimica 
 
Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos circulares de 1,13 cm2 y tras 7 días en 
cultivo se fijaron con etanol al 80%. Para permeabilizar las células se utilizó un 
tratamiento con triton X-100 0,1% en PBS v/v durante 5 minutos. Posteriormente las 
células se bloquearon durante 15 minutos con PBS-BSA 0,5% w/v (Sigma Aldrich), y 
transcurrido este tiempo se incubaron durante 12 horas a 4ºC con los anticuerpos 
primarios pAMPKThr172 1/100 o pRbSer807/811 1/200 (Cell Signaling). Tras varios lavados 
con PBS (Sigma), las células se incubaron en la oscuridad durante 1 hora a temperatura 
ambiente con el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG conjugado con el fluorocromo 
CY3 (Jackson Immunoresearch) y Hoechst-33258 10µM (Sigma Aldrich). Las células 
se visualizaron con un microscopio de fluorescencia (Olympus IX 70) y se fotografiaron 
campos aleatorios. 
Para la realización de la inmunohistoquímica de los tumores, los animales fueron 
tratados como se indica en el texto, y 1 hora antes del sacrificio se inyectó i.p. 100µg/g 
de BrdU. Los tumores fueron diseccionados y fijados en formalina tamponada al 0,5%. 
Los tejidos se deshidrataron e incluyeron en parafina. Cortes de 5µm se desparafinaron 
e hidrataron. La recuperación antigénica para pHistona H3 y Caspasa-3 activa fue buffer 
citrato pH6 y para BrdU Tris-EDTA pH9. La actividad peroxidasa fue inhibida con 
peroxido de hidrogeno al 3% y se incubó toda la noche a 4ºC con los anticuerpos anti-
BrdU (Sigma), anti-pHistona H3 o anti-Caspasa-3 activa (Cell Signaling) a una 
concentración de 1/2000, 1/100 y 1/200, respectivamente. El anticuerpo secundario 
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(Dako) fue incubado durante 30 minutos, y revelado con DAB (Dako), para luego ser 
teñido con hematoxilina, deshidratado y montado. Los cortes fueron observados bajo 
microscopio y se tomaron microfotografías sobre las cuales se contaron el número de 
células positivas para los anticuerpos usados. 
 
  
8. Extracción de proteína y fraccionamiento celular 
 
Tras los tiempos y/o tratamientos indicados en cada experimento, las células se lavaron 
con PBS, y se obtuvo el extracto proteico total lisando las células con un scraper y un 
tampón de lisis compuesto por: Tris-HCl 50mM (pH7,5), NaCl 150mM, EGTA 1mM, 
EDTA 1mM, Triton-X 100 1% w/w, pirofosfato de sodio 5mM, sacarosa 0,27M, 
Na3VO4 1mM, NaF 50mM (todo de Sigma Aldrich), y el cóctel inhibidor de proteasas 
Complete EDTA-Free a la concentración indicada por el proveedor (Roche). 
El lisado celular se mantuvo a 4ºC durante 30 minutos, tras la lo cual se centrifugó a 
10000 rpm a 4ºC durante 10 minutos y se descartó el pellet. 
La concentración de proteína de las muestras se cuantificó mediante el método de 
Bradford[327] usando para ello el reactivo Protein Assay  (BioRad). Como patrón se 
usaron diluciones crecientes de BSA (Sigma Aldrich) y se cuantificó la absorbancia 
A595nm en un espectofotómetro. 
Para el fraccionamiento celular, las células se mantuvieron 7 días en cultivo tras los 
cuales se tripsinizaron y lavaron con PBS. Las células se recuperaron por centrifugación 
(900rpm, 5 minutos, 4ºC) y se resuspendieron en 3 volúmenes de tampón de lisis 
(Hepes, pH 7,9 20mM, NaCl 10mM, MgCl2 1mM, Sucrose 0,5M, EDTA (pH8) 0,2mM, 
Triton X-100 0,35% v/v). El sobrenadante obtenido tras una centrifugación a 800g, 10 
minutos, a 4ºC, fue conservado a -80ºC y el precipitado se lavó con PBS para eliminar 
los restos de proteínas citoplasmáticas, para luego ser resuspendido en un tampón 
conteniendo Tris pH 7,4 10mM, KCl 10mM, MgCl2 2mM. Esta solución se depositó 
sobre una solución de sacarosa al 30% y se centrifugó a 16100g a 4ºC durante 10 
minutos. El precipitado conteniendo los núcleos fue lisado en el tampón de lisis 
utilizado previamente mediante la realización de tres choques térmicos por congelación 
en nitrogeno liquido y descongelación en baño a 20ºC. El DNA fue fragmentado con 
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DNase (Sigma), la muestra fue centrifugada 16100g 4ºC 15minutos y el sobrenadante 
conteniendo el extracto nuclear fue congelado a -80ºC hasta su utilización. 
 
 
9. PCR y RT-PCR 
 
La determinación de la correcta deleción de Pten a nivel de DNA se realizó mediante 
amplificación por PCR de este gen. 
Para la extracción de DNA genómico las células se incubaron durante 1 hora a 55ºC con 
un tampón de extracción compuesto por NaCl 100mM, Tris-HCl 10mM (pH 7,5), 
EDTA 1mM, SDS 1% (Panreac), y Proteinasa K 20mg/ml (Sigma Aldrich). El DNA se 
purificó con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1, y se precipitó con 
isopropanol a -20ºC durante 5 minutos. 
Para la amplificación del DNA se usaron los siguientes oligonucleotidos (forward P1, 
5´-ACTCAAGGCAGGGATGAGC-3´ reverse P2 5´-AATCTAGGGCCTCTTGTGCC-
3´ reverse P3 5´GCTTGATATCGAATTCCTGC AGC-3´) ya descritos con 
anterioridad(321), y una mezcla de reacción compuesta por: 
 
 Buffer de PCR 10x (Tris HCl 200 mM (pH 8.4), KCl 500 mM 
 MgCl2 1,5mM 
 dNTP 0,2mM 
 Primers 0,05mM de cada uno  
 Taq DNA polimerasa 1,25U 
 
Todos los reactivos fueron adquiridos de Invitrogen. 
La concentración de DNA se determinó mediante absorbancia A260/280nm en un 
espectrofotómetro, y la amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC-100 de 
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Tabla 1. Condiciones de la PCR 
Paso Temperatura Tiempo 
1   94 °C   3 min   
2   94 °C   1 min 
3   60 °C   1 min   
4   72 °C   2 min   
5   34 ciclos 
6   72 ºC 10 min 
 
Para la determinación de la expresión de los receptores de lipoproteínas, se analizaron 
los niveles de mRNA de estos. El RNA fue extraído de las células mediante la 
utilización de TRizol (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. El RNA 
obtenido fue calentado a 65ºC durante 5 minutos e inmediatamente enfriado a 4ºC para 
eliminar las posibles estructuras secundarias presentes en el RNA. Una vez cuantificado 
el RNA mediante espectrofotometría se procedió a la realización de la RT, para lo cual 
1µg de RNA fue añadido a la mezcla de reacción conteniendo: 
 Buffer 5x (Tris HCl 250 mM (pH 8.3), KCl 375 mM, MgCl2 1,5mM 
 dNTP 0,2mM 
 Randon primers 200ng 
 RNasaout 20U 
 M-MLV RT 400U 
 
Todo ello fue realizado con material y agua libre de RNasas. La primera cadena de 
cDNA fue sintetizada según indicaciones del proveedor de M-MLV (Invitrogen). Para 
la PCR, 5µL del producto de RT se añadieron a la mezcla de PCR (mostrada 
previamente). La amplificación específica de la secuencia de los receptores de 
lipoproteínas se realizó mediante la utilización de primers específicos (Tabla 2).  
Los productos de PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 2% (Promadisa) y 
bromuro de etidio 5mM (Sigma Aldrich), para luego ser visualizadas con un sistema 
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Tabla 2. Primers 
Diana Nº ciclos Tº amplificación Secuencia primers 
VLDLr 26 72 °C 5´-CGCCACTGCAAGCGGGAAGA-3 5´-GTCGCGCCATCCGCACAGT-3´ 
LDLr 28 72 °C 5´-GACGAGCTCGGCTGCGTCAA-3´ 5´-CGACCAGTCCTGGCAGTCGC-3´ 
ABCG1 26 72 °C 5´-GGCCATTGCCCTGGAGCTGG-3´ 5´-CAGACGATGGAGCGGCCACC-3´ 
LRP5 30 72 °C 5´-TGCCAACCTGGACGGCTCCT-3´ 5´-TTGCAGGCGTGGATGGAGCG-3´ 
Scarb1 28 72 °C 5´-GTCCGGGAGCGTGGACCCTA-3´ 5´-GGAGGCTGCGGTTCTCCACG-3´ 
Scarb2 28 72 °C 5´-TCAAACCTGACGTCTCCCCGA-3´ 5´-GGTCCACCAGTCCAGCGACG-3´ 




10. Western blot 
 
La determinación de los niveles de las proteínas de interés se realizó mediante Western 
Blot.  
La electroforesis se realizó en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes 
(SDS-PAGE) del 8-10% y se corrieron 30µg de proteína por pocillo. Posteriormente, se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Whatman), se bloquearon durante 1 hora 
con las soluciones indicadas en cada caso y se incubaron con los anticuerpos que 
aparecen detallados en la Tabla 3. 
Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa fueron Anti-mouse IgG, Anti-
rabbit IgG (Amersham Biosciences) y Anti-goat IgG (Santacruz) a una concentración 
1:5000 en leche al 5% en TBST, w/v, durante una hora a temperatura ambiente. Tras los 
lavados, la actividad peroxidasa se detectó con el sistema de quimioluminiscencia ECL 
(Pierce) seguido de la exposición y revelado de una película fotográfica.  
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Tabla 3. Características y condiciones de los anticuerpos utilizados  
Anticuerpo Casa 
comercial 
Referencia Condiciones de incubación Origen 
α-Tubulina Sigma 
Aldrich 
T5168 TBST, Leche 5% w/v, 1 






TBST, Leche 5% w/v, 12 




3676 TBST, BSA 5% w/v, 12 




4685 TBST, Leche 5% w/v, 12 




2603 TBST, Leche 5% w/v, 12 




4178 TBST, Leche 5% w/v, 12 




4150 TBST, Leche 5% w/v, 12 
horas (Ac 1:1000) 
conejo 
FASN BD 610963 TBST, Leche 5% w/v, 12 
horas (Ac 1:1000) 
ratón 
H-Ras Total Oncogene OP40 TBST, Leche 5% w/v, 12 




Referencia Condiciones de incubación Origen 
H-RASV12 Calbiochem OP38 TBST, Leche 5% w/v, 12 
horas (Ac 1:500) 
ratón 
Lamina B Santa Cruz sc-6216 TBST, Leche 5% w/v, 12 
horas (Ac 1:1000) 
cabra 
LDLr abcam ab30532 TBST, Leche 5% w/v, 12 




9459 TBST, BSA 5% w/v, 12 
horas (Ac 1:1000) 
conejo 
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Tabla 3. Continuación 
p70S6 KinaseSer371 Cell Signaling 9208 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pACCSer79 Cell Signaling 3661 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pAKTSer473 Cell Signaling 4051 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
ratón 
pAMPKThr178 Cell Signaling 2535 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pERK1/2Thr202/Tyr204 Cell Signaling 4370 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
ratón 
pmTORSer2448 Cell Signaling 2971 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pRbSer807/811 Cell Signaling 9308 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pS6Ser235/236 Cell Signaling 2211 TBST, BSA 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
PTEN NeoMarkers RB-072-P TBST, Leche 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:1000) 
conejo 
pTSC2Ser939 Cell Signaling 3615 TBST, BSA 5% w/v, 




Referencia Condiciones de 
incubación 
Origen 
SREBP1 Santa Cruz sc-8984 TBST, Leche 5% w/v, 
12 horas (Ac 1:500) 
conejo 
VLDLr RD Systems AF2258 TBST, Leche 5% w/v, 
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11. Actividad de FASN 
 
La actividad de FASN se cuantificó mediante el método espectrofotométrico, 
determinada como disminución de la absorbancia a 340nm por oxidación del 
NADPH[328].  
Una vez recogida y cuantificada la proteína de los distintos grupos experimentales, se 
conservó a -80ºC durante un periodo máximo de 4 días. Los extractos proteicos fueron 
descongelados a 4ºC para impedir la degradación proteica, y se procedió a la realización 
del experimento. Se añadieron 300µg de proteína a la siguiente mezcla de reacción: 
Tampón fosfato 200mM (pH 7), EDTA 1mM, DTT 1mM, Acetil-CoA 30µM, y 
NADPH 0,24mM. Esta mezcla se mantuvo 5 minutos a 37ºC, y por último se le añadió 
Malonil-CoA 50µM, en un volumen final de 300µL (todos los reactivos utilizados se 
adquirieron en Sigma Aldrich). La absorbancia de las muestras se midió por triplicado 
durante 20 minutos a intervalos de 4 segundos y a una temperatura de 37ºC. En los 
blancos se sustituyó el Malonil-CoA por tampón fosfato. 
Se corrigió la disminución en la absorbancia a 340nm de cada muestra por su blanco y 
se tomó la pendiente de las rectas como medida de actividad.  
 
 
12. Actividad ACC-FASN 
 
Para la actividad ACC-FASN[329] 300µg de proteína se incubaron en una mezcla de 
reacción conteniendo Tris-HCl 50mM (pH7.5), citrato potásico 20mM, NaHCO3 
10mM, MgCl2 10mM, DTT 1mM, EDTA 1mM, ATP 3mM, BSA al 0,03% y NADPH 
0,24mM. El inicio de la reacción se produjo por la adición de acetil-CoA conteniendo 
[1-14C] acetil-CoA 0,1µCi a una concentración final de 30µM. La reacción se mantuvo 
durante 60 minutos a 37ºC. Los FA fueron extraídos mediante una modificación del 
protocolo de Bligh Dyer[330]. Finalmente los FA marcados fueron cuantificados 
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13. Síntesis de lípidos  
 
El nivel de síntesis de lípidos fue determinado como incorporación de 14C en los lípidos  
celulares partiendo de glucosa marcada. Para ello las células fueron sembradas por 
triplicado en placas de 12 pocillos a una densidad de 4250 células/cm2. Tras siete días 
en cultivo se añadió D-[6-14C] Glucosa a una concentración de 2µCi/ml y las células se 
mantuvieron durante 5 horas en presencia del metabolito marcado. Los restos de 
glucosa marcada fueron eliminados mediante la realización de un lavado con PBS y los 
lípidos celulares se extrajeron mediante una modificación del protocolo de Bligh 
Dyer[330]. Los lípidos marcados se cuantificaron en un contador β.  
 
 
14. Análisis estadístico de los resultados 
 
Todos los experimentos fueron repetidos un mínimo tres veces y para cada grupo de 
datos se calcularon la media ± SEM. La normalidad de los datos se comprobó mediante 
el test Kolmogorov-Smirnov de normalidad. Los datos fueron analizados mediante t-
test, o Anova de uno o dos factores según se indica en cada experimento. La 





























1. Deleción de Pten y expresión de Ras oncogénico en astrocitos 
de ratón como modelo experimental de tumores gliales 
 
Las vías de PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK juegan un papel importante en la regulación del 
metabolismo celular y ambas rutas aparecen frecuentemente sobreactivadas en tumores 
humanos[70]. Puesto que los gliomas presentan con frecuencia mutaciones que activan 
estas vías decidimos utilizarlo como modelo tumoral para estudiar el papel de estas 
cascadas intracelulares en las adaptaciones metabólicas de células tumorales. Ya se ha 
demostrado previamente que la activación de la ruta PI3K/Akt por la delección de Pten, 
junto con la activación de Raf/MEK/ERK por la expresión de EGFRvIII desencadena la 
transformación de células gliales murinas[331]. Basándonos en todos estos datos y para 
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modelizar los gliomas in vitro utilizamos en primer lugar cultivos primarios de 
astrocitos neonatales de ratón en los que activamos la ruta de PI3K/Akt y/o 
Raf/MEK/ERK. De esta forma hemos podido estudiar de forma aislada y conjunta 




1.1. Caracterización de la deleción de Pten y expresión de Ras 
oncogénico 
 
Para la obtención del modelo realizamos cultivos primarios de astrocitos neonatales de 
ratón en los que se activó la ruta de PI3K/Akt y/o Raf/MEK/ERK mediante la deleción 
de Pten y/o expresión de Ras oncogénico respectivamente. Tras la infección retroviral 
obtuvimos los cuatro grupos experimentales (PtenlosP/loxP, PtenlosP/loxPH-RasV12, Pten-/- y 
Pten-/-H-RasV12). La eficiencia de infección fue determinada en primer lugar mediante la 
visualización del gen reporter GFP, obteniendo una infección superior al 90% en todos 
los grupos experimentales (Figura 1A). Las células infectadas con H-Rasv12 presentaron 
una morfología multiestrellada característica, niveles elevados de H-Rasv12 y activación 
de la ruta de MAPK determinada como aumento de los niveles de pERK (Figuras 1B y 
C). La deleción de Pten fue comprobada tanto a nivel proteico como a nivel génico 
(Figura 1D y 1E), y las células con la deleción de Pten presentaron un aumento de los 
niveles de pAkt (Figura 1D). 
Con la expresión de Ras oncogénico en astrocitos neonatales hemos observado un 
incremento de la proliferación tanto en presencia como en ausencia de Pten. Con la 
deleción de Pten no se observaron cambios en senescencia y apoptosis, y aunque 
pudimos apreciar un pequeño cambio en proliferación, éste no fue estadísticamente 
significativo. Asimismo, la expresión de H-RasV12 no indujo cambios en senescencia o 
apoptosis, tal y como previamente se ha descrito[332]. 
Los astrocitos que expresaban H-RasV12 y delección de Pten también presentaron una 
gran dependencia de glucosa, tal y como ha sido ampliamente descrito en células 
transformadas y en modelos celulares con activación de las rutas estudiadas en este 
trabajo[149-151, 153-159]. Hemos observado una disminución drástica de la tasa proliferativa 
de estas células en medios sin glucosa, un aumento de los niveles de transportadores de 
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glucosa (glut-1 o glut-3) en estas células, y una hiperpolarización de la membrana 
mitocondrial (datos no mostrados). Estos datos recapitulan el fenotipo glucolítico 































Figura 1: Caracterización del modelo celular. A. Microfotografías de astrocitos en cultivo mostrando 
el gen reporter GFP y tinción nuclear con Hoechst 33258. B. Microfotografias de astrocitos teñidos con 
cristal violeta. C. Niveles proteicos de H-RasV12, pERK1/2 y α-Tubulina. D. Niveles proteicos de PTEN, 
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1.2. Metabolismo de lípidos extracelulares en presencia de Ras 
oncogénico y ausencia de Pten 
 
Trabajos previos han demostrado, en un gran número de tipos tumorales incluyendo los 
glioblastomas, una síntesis de novo de FA incrementada involucrándose a la vía de 
PI3K/Akt en este efecto[160, 229]. Sin embargo no se han llevado a cabo estudios que 
determinen el papel que los lípidos extracelulares desempeñan en células tumorales. 
Dado el gran consumo energético necesario para sintetizar FA y teniendo presente que 
las células tumorales necesitan un mayor aporte de éstos, decidimos realizar 




1.2.1 Las lipoproteínas son la mayor fuente de lípidos para 
astrocitos que expresan Ras oncogénico y/o delecionan Pten 
 
Con el fin de conocer si la expresión de H-Rasv12 y/o la deleción de Pten pone en 
marcha la síntesis de novo de FA e independiza a las células de los lípidos 
extracelulares, mantuvimos las células en un medio de cultivo deficiente en 
lipoproteínas (LPDM, <5% de lipoproteínas) durante siete días. La ausencia de 
lipoproteínas redujo el número de células en los grupos experimentales que expresaban 
Ras oncogénico y delecionaban Pten (PtenlosP/loxPH-RasV12 ,Pten-/- y Pten-/-H-RasV12), 
aunque la reducción en proliferación mostrada por el grupo Pten-/- no llegó a ser 
significativa. (Figura 1A y 1B). 
Para evaluar el papel de las diferentes lipoproteínas sobre el crecimiento de los 
astrocitos incubamos las células en LPDM con VLDL, LDL o HDL, por separado o en 
todas las posibles combinaciones. En presencia de únicamente las lipoproteínas 
individuales no observamos cambios significativos en el nivel de crecimiento celular 
con respecto a células mantenidas en LPDM (Figura 3A).  
























Figura 2: Dependencia de lipoproteínas. A. Microfotografías de las células de los cuatro grupos 
experimentales mantenidos durante 7 días en CM o LPDM. La barra representa 100µm. B. Curva de 
crecimiento celular en presencia de CM o LPDM. Los datos han sido representados como media±EEM.  
 
 
Finalmente la incubación de los astrocitos con combinaciones de lipoproteínas 
mostraron que la presencia de HDL es necesaria en combinación con cualquiera de las 
otras lipoproteínas para inducir la recuperación de la capacidad proliferativa de las 
células que expresan Ras oncogénico (Figura 3D).  
 





































Figura 3: Rescate del crecimiento celular. A. Número relativo de células tras 7 días de cultivo en medio  
de cultivo completo (CM), deficiente en lipoproteínas (LPDM), o LPDM suplementado con VLDL, LDL 
o HDL. B. Efecto de concentraciones crecientes de VLDL, LDL (C) o HDL (D) sobre el crecimiento 
celular tras 7 días de cultivo. E. Número relativo de células mantenidas 7 días en presencia de la 
combinación de las lipoproteínas indicadas. Los datos se representan como media±EEM, y fueron 
analizados con ANOVA two way, tomando como factores el genotipo y el medio de cultivo (interacción 
p<0.0001). Para las comparaciones entre grupos se utilizó el Bonferroni test (* p<0,005 contra PtenloxP/loxP 
en CM, a p<0,005 contra PtenloxP/loxP H-RasV12 en LPDM y b p<0,005 contra Pten-/- H-RasV12 en LPDM). 
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1.2.2. La actividad de VLDLr y LDLr es necesaria para 
mantener la viabilidad de células que expresan Ras oncogénico y/o 
delecionan Pten 
 
La gran mayoría de lípidos extracelulares aparecen unidos a lipoproteínas, y las células 
necesitan receptores específicos para su utilización. Aunque trabajos previos han 
demostrado que algunos tipos tumorales presentan una incrementada expresión de 
diversos tipos de receptores de lipoproteínas, no se han realizado estudios para 
determinar su papel en la biología tumoral[333-335]. Nosotros estudiamos los niveles de 
los principales receptores de lipoproteínas en los cuatro grupos experimentales. Tal y 
como puede observarse en las Figuras 4A y 4B los niveles de VLDLr, LDLr y ABCG1 
aparecen aumentados tanto a nivel de RNA como de proteína fundamentalmente en 
células que expresan H-RasV12. No hemos detectado cambios significativos en la 



















Figura 4: Expresión de receptores de 
lipoproteínas. A. RT-PCR mostrando los 
niveles de mRNA de VLDLr, LDLr ABCG1, 
HPRT. en los 4 grupos experimentales. B. 
Niveles proteicos de VLDLr, LDLr ABCG1 
y αTubulina. C. Niveles de mRNA de 
Scarb1, Scarb2 Lrp5 y HPRT N 
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Para demostrar el papel de la entrada de lípidos a través de VLDLr y LDLr sobre el 
crecimiento celular en nuestro modelo bloqueamos estos receptores dos polipéptidos: 
TFPIc23, que bloquea VLDLr específicamente y RAP, que bloquea VLDLr, LDLr y 
otros receptores de la familia LRP[336, 337]. Para determinar la capacidad de impedir la 
interacción entre VLDL y LDL a sus receptores por TFPIc23 y RAP utilizamos 
lipoproteínas marcadas con un fluorocromo (VLDL-Dil y LDL-Dil). Como se observa 
en la Figura 5 los grupos experimentales que expresaban Ras oncogénico presentaron 
un mayor marcaje con VLDL-Dil y LDL-Dil lo que se relaciona con el mayor nivel de 
expresión de VLDLr y LDLr de estas células (Figura 4B). El tratamiento con TFPIc23 a 
una concentración de 5µM y de RAP 1µM redujeron significativamente la 
incorporación de VLDL en todos los grupos experimentales (Figura 5A y C). El 
tratamiento con RAP disminuyó significativamente tanto la incorporación de VLDL 
como la de LDL (Figura 5C y D). Sin embargo el tratamiento con TFPIc23 no afectó 









Figura 5: Incorporación de VLDL y LDL. Microfotografías de las células de los 4 grupos 
experimentales mantenidos en medio de cultivo suplementado con VLDL-Dil (control), VLDL-Dil y 
TFPIc23 5µM (TFPI) o VLDL-Dil y RAP 1µM (RAP). La barra representa 100µM B. Microfotografías 
de los cuatro grupos experimentales mantenidos en medio de cultivo suplementado con LDL-Dil 
(control), LDL-Dil y TFPIc23 5µM (TFPI) o LDL-Dil y  RAP 1µM (RAP) La barra representa 100µM. 
La fluorescencia de las células expuestas a VLDL-Dil (C) o LDL-Dil (E) fue cuantificada y representada 
como media±EEM. Los datos fueron analizados con ANOVA two-way, tomando como factores el 
genotipo y el tratamiento (interacción p<0.0001). Para las comparaciones entre grupos se utilizó el 
Bonferroni test (* p<0,01 contra PtenloxP/loxP control). 
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Una vez demostrada la capacidad de TFPIc23 y RAP de reducir la interacción de las 
lipoproteínas y sus receptores, estudiamos si estos polipéptidos presentaban algún tipo 
de efecto en el crecimiento celular. Nuestros datos mostraron  que aunque con TFPIc23 
desencadenaron una reducción significativa en crecimiento celular, ésta nunca fue 
superior al 30%, incluso a concentraciones elevadas del péptido (Figura 6A y B).  
 
 
Figura 6: Efecto del bloqueo de VLDLr y LDLr sobre el crecimiento celular. A. Curva de 
crecimiento celular en presencia de CM (líneas grises) o en presencia de TFPIc23 5uM (líneas negras). B. 
Representación del número relativo de células tras ser mantenidas 7 días en CM (control) o tratadas con 
concentraciones crecientes de TFPIc23. C. Curva de crecimiento celular en presencia de CM (líneas 
grises) o en presencia de RAP 1uM (líneas negras). D. Representación del número relativo de células tras 
ser mantenidas 7 días en medio completo (control) o tratadas con concentraciones crecientes de RAP. Los 
datos han sido representados como media±EEM y fueron analizados con ANOVA two-way, tomando 
como factores el genotipo y el tratamiento (interacción p<0.0001). Para las comparaciones entre grupos 
se utilizó el Bonferroni test (* p<0,005 contra PtenloxP/loxP control, a p<0,05 contra PtenloxP/loxP H-RasV12 
control. b p<0,05 contra Pten-/- H-RasV12 control). 
 
Sin embargo pudimos observar una reducción muy marcada de la proliferación en 
presencia de RAP (figura 6C y D), demostrando que la expresión de Ras oncogénico y 
la deleción de Pten incrementa la expresión de receptores de VLDL y LDL y esto 
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permite una mayor entrada de lípidos extracelulares, esenciales para el incremento de la 
proliferación celular. 
Trabajos previos han mostrado una reducción de los niveles de fosforilación de ERK 
cuando las células se trataban con TFPIc23 proponiendo que el efecto antiproliferativo 
de TFPIc23 era consecuencia, al menos en parte, de esta disminución[336]. Nosotros 
analizamos los niveles de fosforilación de ERK y de Akt en células no tratadas y 
tratadas a altas concentraciones de TFPIc23 (20µM). Como se puede observar en la 
Figura 7A no se encontraron cambios en los niveles de fosforilación de ninguna de estas 
dos proteínas, por lo que el efecto sobre el crecimiento celular fue causado 
probablemente por la incapacidad de las células para internalizar las lipoproteínas y no 










Figura7: Efecto de TFPIc23 sobre rutas de señalización. A. Niveles de fosforilación de ERK Akt y 
α-Tubulina. en medio de cultivo completo (control) o en presencia de TFPIc23 20µM.  
 
 
1.3. Estado de la síntesis de lípidos y FA en presencia de eventos 
oncogénicos 
 
En un amplio número de tipos tumorales se ha descrito una síntesis de novo de FA 
incrementada acompañada de altos niveles de FASN[176-188]. Este hecho ha 
desencadenado la búsqueda de compuestos que permitan la inhibición de FASN como 
una estrategia antiproliferativa y antitumoral[180, 314, 338, 339]. Sin embargo nuestras células 
con Ras oncogénico y/o deleción de Pten presentan un fenotipo completamente 
dependiente de lípidos extracelulares. Este hallazgo en aparente contradicción con una 
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síntesis de novo de FA incrementada, nos llevó a analizar el estado del metabolismo de 
FA en la célula. 
 
 
1.3.1 La expresión de Ras oncogénico y/o deleción de Pten reduce 
la síntesis de lípidos en ausencia de lípidos extracelulares 
 
La síntesis de lípidos totales se determinó como incorporación de 14C procedente de 
glucosa marcada con la que se incubaron las células. Nuestros datos muestran que la 
expresión de Ras oncogénico aumentó significativamente la síntesis de lípidos. La 











Figura 8: Síntesis de lípidos. A. Nivel de síntesis de lípidos de células mantenidas en medio completo 
(CM) o en LPDM. Los datos han sido representados como media±EEM. y fueron analizados con 
ANOVA two way, tomando como factores el genotipo y el tratamiento (interacción p<0.0001). Para las 




Sin embargo, la incubación de las células en LPDM produjo una reducción significativa 
de la síntesis de lípidos en los grupos experimentales que expresaban Ras oncogénico 
(Figura 8A), lo cual implicaba un bajo nivel de síntesis de novo de FA en estas células y 
una dependencia para la síntesis de lípidos de los lípidos extracelulares. Estudiamos 
entonces más detalle la ruta de síntesis de FA, determinando los niveles y la actividad 
de dos enzimas principales de esta ruta metabólica: FASN y ACC. 
FASN es una de las tres enzimas implicadas en la síntesis de FA en la célula, y es 
considerada como la enzima clave en este proceso. Numerosos trabajos han demostrado 
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una elevada expresión de FASN en un amplio rango de tipos tumorales, llegando a ser 
propuesta esta enzima como un marcador tumoral[176-188]. Asimismo los niveles y 
actividad de FASN junto con la determinación de síntesis de lípidos a partir de glucosa 
se utilizan en la mayoría de los trabajos actuales como una medida de los niveles de 
síntesis de novo de FA[312, 340]. Nuestros datos muestran un gran aumento de los niveles 
de FASN principalmente en los grupos experimentales que expresan H-RasV12, pero 
también en los que se delecciona Pten. (Figura 9A). Asimismo determinamos los 
niveles de SREBP procesado, el principal factor de transcripción que regula la 
expresión de FASN. Como se muestra en la Figura 9A los niveles de SREBP aparecen 
aumentados en aquellos grupos que expresan Ras oncogénico, correlacionándose con 






Figura 9: Efecto de los eventos oncogénicos sobre FASN. A. Niveles de FASN, SREBP (forma 
nuclear) y α-Tubulina. B. Niveles de actividad de FASN en los cuatro grupos experimentales. Los datos 
han sido expresados como porcentaje en relación al grupo PtenloxP/loxP.) * p<0,001 contra PtenloxP/loxP 
(One-way ANOVA Bonferroni’s post test. 
 
 
Clásicamente la regulación de FASN se ha descrito exclusivamente a nivel 
transcripcional de forma que sus niveles se relacionan de forma directa con su actividad. 
Sin embargo algunos trabajos han observado una reducción de actividad del enzima por 
modificaciones postraduccionales[341]. Mediante la determinación de los niveles de 
actividad de FASN tanto con el método espectrofotometrico (Figura 9B) como con 
marcaje radiactivo (datos no mostrados), hemos observado una alta actividad del 
enzima en los grupos que expresan Ras oncogénico reflejando la existencia de un 
enzima totalmente funcional. Este dato descarta la posible inhibición de la actividad de 
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1.3.2 Las células que expresan H-RasV12 y/o delecionan Pten 
presentan un bajo nivel de síntesis de novo de FA debido a la inhibición 
de la ruta a nivel de ACC 
 
Dada la correlación entre los niveles y actividad de FASN en los cuatro grupos 
experimentales, decidimos analizar el estado del enzima anterior en la ruta de síntesis de 
FA, ACC. Nuestros resultados muestran un gran aumento de la forma fosforilada en 
Ser79 de ACC en los grupos experimentales PtenlosP/loxPH-RasV12 y Pten-/-H-RasV12,, 
existiendo también un ligero incremento en las células Pten-/- (Figura 10A). No hemos 
observado cambios consistentes en los niveles totales de ACC (Figura 10A). Es 
ampliamente conocido que la fosforilación de ACC en Ser79 inhibe su actividad 
enzimática[342]. Con el fin de estudiar si la fosforilación de ACC era suficiente para 
mantener unos bajos niveles de actividad de la ruta de síntesis de novo de FA incluso en 
presencia de altos niveles de FASN, determinamos la actividad acoplada de ACC-
FASN. Como se observa en la figura 10B, la expresión de Ras oncogénico reduce la 
actividad de ACC-FASN. Estos datos indican que aunque los eventos oncogénicos 
descritos aumentan los niveles de FASN la ruta de síntesis de novo de FA está inhibida 
a nivel de ACC como consecuencia del aumento de su fosforilación. La actividad 
acoplada de ambas enzimas ACC-FASN no aumentó incluso cuando las células fueron 
incubadas en LPDM, lo cual explica la reducción en la síntesis de lípidos que 
observamos en células que expresan Ras oncogénico cuando se incuban en este medio 
con depleción en lipoproteínas (Figura 10B). Esto implica que las células que expresan 
Ras oncogénico y/o delecionan Pten dependen por completo de lípidos extracelulares, 





















Figura 10: Papel de ACC en la síntesis de FA. A. Tubulina. B. Actividad acoplada ACC-FASN en 
células mantenidas en CM o en LPDM. Los datos han sido representados porcentaje en relación a 
PtenlosP/loxP. * p<0.05 vs PtenloxP/loxP (One-way ANOVA, Bonferroni post test). 
 
 
1.3.3 El aumento de los niveles de pAMPK en las células que 
expresan Ras oncogénico es responsable de la inhibición de la síntesis 
de FA 
 
AMPK es un regulador del metabolismo celular, inhibiendo la ruta de síntesis de novo 
de FA por fosforilación directa de ACC[343]. Para elucidar si AMPK era responsable de 
la inhibición de la síntesis de FA observada en las células con Ras oncogénico, 
determinamos los niveles proteicos de la forma activa de AMPK (pAMPKThr172). Las 
células, sobre todo aquellas que expresan Ras oncogénico, presentaron un elevado nivel 
de pAMPKThr172 y este incremento se correlacionó con los niveles de pACCSer79 (Figura 
11A y B). Trabajos previos han demostrado que la fosforilación y activación de AMPK 
es favorecida por bajos niveles de ATP en la célula. Sin embargo en nuestras células, la 
activación de AMPK no parece debida a la disminución de nutrientes y consiguiente 
reducción del ATP celular, ya que los niveles de pAMPKThr172 fueron similares en 
células mantenidas 7 días en cultivo (con disminución de nutrientes) o mantenidas 24 
horas en medio fresco tras 6 días en cultivo (altos niveles de nutrientes) (Figura 11A). 
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Esto parece indicar que la activación de AMPK en nuestras células es causa directa del 
proceso oncogénico, y no de la depleción energética. Además la reducción de 
lipoproteínas en el medio de cultivo no disminuyó la fosforilación de AMPK o ACC, lo 
que se correlaciona con el hecho de que la ruta de síntesis de novo de FA se mantenga 
inhibida en estas circunstancias, como ya habíamos demostrado mediante la 















Figura 11: AMPK y regulación de la síntesis de FA. A. Niveles de pAMPKThr172, pACCSer79 y α-
Tubulina a los 7 días de cultivo, o 24 horas tras el cambio de medio de cultivo. B. Niveles de 




1.4 Papel de AMPK sobre proliferación 
 
Nuestros datos muestran que la expresión de Ras oncogénico desencadena el aumento 
de los niveles de pAMPK en las células, siendo mucho menor el efecto de la deleción de 
Pten. Este incremento se mantiene incluso con bajos niveles de lípidos extracelulares, lo 
que en principio parecería desventajoso para la célula en esta situación. Este hecho nos 
llevó a plantearnos que AMPK podría estar regulando otro tipo de rutas importantes en 
la célula. Trabajos previos han mostrado una amplia lista de funciones de AMPK 
incluyendo la regulación de la apoptosis, proliferación y crecimiento celular, entre 
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otros, y su activación ha sido propuesta como diana teurapeutica en cáncer[344]. Además, 
recientemente se ha evidenciado que AMPK presenta un papel muy relevante en el 
desarrollo del sistema nervioso de ratón, mediado por su capacidad de fosforilar a 
Rb[299]. Con estos antecedentes estudiamos el posible papel de AMPK en la regulación 
del ciclo celular en un contexto oncogénico. 
 
 
1.4.1 La expresión de H-RasV12 aumenta los niveles de 
pAMPKThr172 nuclear y la fosforilación de Rb 
 
Uno de los puntos de regulación que pueden condicionar los efectos de AMPK es su 
localización celular. Diferentes trabajos han mostrado que algunos estímulos pueden 
translocar AMPK al núcleo celular[263-265]. Con el fin de conocer si la localización de 
AMPK podía verse afectada por la deleción de Pten o expresión de Ras oncogénico, 
realizamos inmunofluorescencia para pAMPKThr172 en estas células. Nuestros datos 
mostraron un aumento significativo de los niveles de pAMPKThr172 nuclear con la 
expresión de H-RasV12. En células con Pten deleccionaso el efecto no fue significativo 
(Figura 12A, 12B). Con estos resultados y dado que se ha relacionado la localización 
nuclear de AMPK con la subunidad β1[299], determinamos los niveles de las subunidades 
β de AMPK. Tal y como se puede observar en la Figura 12C, la expresión de Ras 
oncogénico desencadenó una reducción de los niveles de AMPK β2 y un aumento de la 
subunidad AMPK β1. La deleción de Pten solo afectó a los niveles de AMPK β1 (Figura 
12C). Asimismo, la translocación y acúmulo de pAMPK a nivel nuclear pudo ser 
corroborado mediante la determinación de los niveles proteicos de pAMPK en extractos 
nucleares (Figura 12D). 
Puesto que el heterotrímero de AMPK conteniendo la subunidad β1 se ha relacionado 
con la proliferación neuronal durante el desarrollo del sistema nervioso de ratón por 
favorecer la fosforilación Rb en Ser800/804, determinamos sus niveles en extractos 
nucleares observando un aumento de pRbSer800/804 en los grupos que expresaban Ras 



















Figura 12: Localización de pAMPK.  
A. Microfotografías mostrando inmuno-
reactividad pAMPKThr172 y tinción nuclear 
con DAPI. La barra representa 100µm. B. 
Densitometría de las inmuno-fluorescencias 
de pAMPKThr172 representada como 
porcentaje de células con una relación 
Núcleo/citoplasma>2,5. One-way ANOVA, 
(p<0.0001), * p<0.05 vs PtenloxP/loxP 
Bonferroni test. C. Niveles de AMPK β1, β2  y 
α-Tubulina, o D. Niveles nucleares de 
pRbSer800/804, pAMPKThr172 y β-Lamina. 
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1.4.2 La inhibición de AMPK reduce el crecimiento celular 
 
Con el objetivo de estudiar el posible papel de AMPK nuclear sobre la proliferación y 
crecimiento celular, inhibimos y activamos AMPK en nuestras células con compuesto C 
(inhibidor) y AICAR (activador). En primer lugar realizamos curvas dosis-respuesta 
para determinar la mínima dosis efectiva de estos compuestos sin efectos tóxicos 
(Figura 13A y B). Los experimentos fueron realizados a las concentraciones más bajas 
de estos compuestos (10µM compuesto C y 0,2mM AICAR) y eficaces en la inhibición 
y activación de  AMPK respectivamente. Con el fin de estudiar el efecto de AMPK en 
la capacidad proliferativa de las células, determinamos la incorporación de BrdU en 
células tratadas y no tratadas con ambos compuestos tras 24 horas en cultivo. La 
expresión de Ras oncogénico desencadenó un incremento de los niveles de 
incorporación de BrdU que se relacionan con las curvas de crecimiento mostradas 
previamente (Figura 2B y 13C). El tratamiento con AICAR durante 24 horas no indujo 
cambios significativos en el nivel de incorporación de BrdU en relación con los grupos 
no tratados (Figura 13C). Sin embargo la administración de compuesto C durante 24 
horas redujo significativamente el número de células positivas para BrdU en los grupos 
PtenlosP/loxPH-RasV12 y Pten-/-H-RasV12 (Figura 13C), lo que parece indicar la existencia 
de una regulación del ciclo celular vía AMPK.  
Dado que Rb es el mayor regulador del paso de G1 a S, y puesto que habíamos 
observado una correlación entre sus niveles de fosforilación y pAMPK, determinamos 
los niveles de la pRbSer800/804 en los astrositos tratados con AICAR y AMPK. Mediante 
IF demostramos que los niveles de pRbSer800/804 no presentan cambios tras 24 horas de 
tratamiento con AICAR. Por el contrario, después de 24 horas de ser administrado el 
compuesto C observamos una reducción de los niveles de la fosforilación de Rb en 
todos los grupos experimentales (Figura 13D). Este resultado fue confirmado mediante 
la determinación de los niveles de pRbSer800/804 por Western blot (Figura 13E). Estos 
datos nos permiten concluir que tratamientos con compuesto C reducen la proliferación 
de astrocitos que expresan Ras oncogénico, al menos en parte, por reducir la actividad 
de AMPK y por tanto disminuir los niveles de pRbSer800/804.  
 
 

































Figura 13: Efecto de AICAR y compuesto C sobre proliferación. A. Número relativo de células 
PtenloxP/loxP tras haber sido mantenidas durante 72 horas en medio de cultivo completo, tratadas con 
AICAR o (B) compuesto C a concentraciones crecientes. C. Porcentaje de células BrdU positivas a las 24 
horas de ser expuestas a medio completo (control) tratadas con AICAR o compuesto C. Los datos fueron 
analizados con ANOVA two-way, tomando como factores el genotipo y el tratamiento (interacción 
p=0.0002). * p<0,001 contra PtenloxP/loxP en las mismas condiciones (Bonferroni post test). D. 
Microfotografías mostrando inmunoreactividad pRbSer800/804 y tinción nuclear con DAPI en células 
control, tratadas con AICAR o compuesto C. La barra representa 100µm. E. Niveles de pRbSer800/804, 
pACCSer79, y α-Tubulina en células mantenidas bajo condiciones control, tratadas con AICAR o 
compuesto C durante 24 horas. Las concentraciones usadas han sido 0,2mM AICAR y 10µM compuesto 
C. 




2. Deleción de AMPK y Expresión de Ras oncogénico como 
modelo experimental 
 
Ya que había sido demostrado por otros autores que tanto AICAR como compuesto C 
presentan efectos independientes de AMPK[345-347], utilizamos un modelo genético de 
deleción de AMPK para elucidar el papel real de este enzima sobre la proliferación 
celular. Aunque la deleción de Pten afectó a algunos de los parámetros estudiados en 
este trabajo, la expresión de H-RasV12 presentó muchos mayores efectos sobre pAMPK, 
pRb y proliferación celular. Por este motivo decidimos trabajar con un modelo de 
deleción de AMPK en presencia de Ras oncogénico sin incluir la deleción de Pten en el 
nuevo modelo. Para ello realizamos cultivos primarios en monocapa de astrocitos 
neonatales de ratón los cuales fueron utilizados para obtener los cuatro grupos 
experimentales (AMPKlosP/loxP, AMPKlosP/loxPH-RasV12, AMPK-/- y AMPK-/-H-RasV12), 
tal y como se indicó en material y métodos.  
 
 
2.1. Caracterización de la deleción de AMPKα  y expresión de 
Ras oncogénico 
 
Al igual que con el modelo anterior, la eficiencia de infección fue determinada en 
primer lugar mediante la visualización de la expresión de EGFP, pudiendo comprobar la 
existencia de un porcentaje de infección superior al 90% en todos los grupos 
experimentales. La correcta infección con H-RasV12 se determinó mediante la detección 
de los niveles proteicos de H-Ras total por western blot y por la observación del 
característico cambio morfológico producido por su expresión en astrocitos (Figura 14). 
Asimismo la deleción de las subunidades α de AMPK se determinó mediante western 
blot y la reducción de la actividad de esta enzima fue demostrada mediante la 


















2.2. La deleción de AMPK reduce el crecimiento celular 
 
Con el fin de conocer si la deleción de AMPK tenía algún efecto sobre la capacidad 
proliferativa de astrocitos normales o aquellos infectados con Ras oncogénico, 
realizamos curvas de crecimiento celular. La ausencia de AMPK no afectó 
significativamente la proliferación de los astrocitos normales. Sin embargo, el efecto 
estimulador de la expresión de H-Rasv12 sobre la proliferación celular se redujo 
significativamente cuando las células perdieron AMPK (Figura 15A y B). Asimismo, la 
deleción de AMPK redujo el número de células estrelladas características de la 
infección con H-RasV12, así como el número de colonias que estas formaban (Figura 
15A). La deleción de AMPK no afectó a los niveles de apoptosis de las células (datos 
no mostrados), aunque pudimos detectar un leve incremento de los niveles de 
senescencia en el grupo AMPK-/-H-RasV12, sin embargo este dato no explica el lento 
crecimiento mostrado por estas células. (Figura 15C).  
 
 
2.3. El efecto de la deleción de AMPK sobre proliferación está 
mediado por Rb 
 
Con el objetivo de estudiar las bases moleculares responsables del efecto de AMPK 
sobre proliferación, determinamos los niveles de incorporación de BrdU en estas 
células.  







Figura 15: Efecto de la deleción de AMPK sobre crecimiento celular. A. Microfotografías de las 
células de los 4 grupos experimentales mantenidos durante 7 días en medio de cultivo completo. La barra 
representa 100µm. B. Curva de crecimiento celular mostrando el número relativo de células en los cuatro 
grupos experimentales. C. Niveles de senescencia a los 7 días de cultivo. Los datos han sido 
representados como media±EEM. 
 
 
Nuestros datos demostraron que la deleción de AMPK reducía dramáticamente los 
niveles de incorporación de BrdU en aquellas células que expresaban Ras oncogénico, 
disminuyendo estos niveles hasta los del grupo control (Figura 16A). Además y tal y 
como se observa en la figura 16B, la pérdida de AMPK demostrada por los bajos 
niveles de pACCSer79 desencadenaba la reducción de los niveles de fosforilación de Rb 
en los residuos Ser800/804 descritos como diana de AMPK. Estos datos demuestran 
que AMPK presenta un importante papel en la regulación de la proliferación celular, al 
menos en astrocitos de ratón que expresan Ras oncogénico. 













Figura 16: Efecto de la deleción de AMPK sobre proliferación. A. Niveles de incorporación de BrdU 
de los cuatro grupos experimentales. B. Niveles de pRbSer800/804, pACCSer79 pAMPKThr172, y α-Tubulina. 
Los datos han sido representados como media±EEM. Los datos fueron analizados con ANOVA one-way, 




3. Papel de AMPK en líneas de glioma humano 
 
Una vez demostrado que AMPK era esencial para mantener la proliferación de cultivos 
primarios de astrocitos de ratón que expresaban Ras oncogénico, realizamos 
experimentos con células tumorales humanas, en concreto con dos líneas celulares de 
glioblastomas (U87MG y U373MG). En estas células disminuimos la actividad de 
AMPK usando dos estrategias diferentes: mediante la utilización de compuesto C y 
mediante el uso de siRNAs contra AMPK.  
 
 
3.1 Compuesto C inhibe la proliferación de líneas de glioma 
humano  
 
Con el fin de determinar el papel de AMPK en estas líneas, inhibimos la actividad de 
este enzima con compuesto C. Dosis bajas de compuesto C (10µM) redujeron 
significativamente la proliferación de ambas líneas celulares, manteniéndose este efecto 
como mínimo durante 7 días (Figura 17A, B y C). También se observó una reducción 
del número de colonias en la línea U87MG, probablemente reflejando una pérdida de 
agresividad de las células (Figura 17A). Al igual que en los astrositos de ratón, la 
inhibición de AMPK disminuyó la capacidad de las células de incorporar BrdU sin 
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afectar a los niveles de senescencia y apoptosis (Figura 17D). Asimismo nuestros datos 
mostraron que la causa de la reducción de la incorporación de BrdU en las células 
tratadas con este compuesto estaba mediada, al menos en parte, por la reducción de los 
niveles de Rb fosforilado en Ser 807/811 (que se corresponde con la Ser800/804 en 
















Figura 17: Efecto de compuesto C en líneas de glioma humano. A. Microfotografías de las dos líneas 
celulares mantenidas durante 7 días en medio control, o tratadas con compuesto C (10µM). La barra 
representa 100µm. B. Curva de crecimiento celular en presencia o ausencia de compuesto C en las líneas 
U87MG o (C) U373MG. D. Niveles de Incorporación de BrdU en las líneas U87MG y U373MG a los 7 
días de cultivo. E. Niveles de pACCSer79 pRbSer807/811, α-Tubulina en estas células. Los datos fueron 
analizados con t-test * p<0,0001 contra condiciones control. 
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3.2 El silenciamiento de AMPK reduce la proliferación en líneas 
celulares de glioma humano 
 
Además de la inhibición mediante compuestos quimicos, llevamos a cabo experimentos 
de inhibición de la expresión de AMPK utilizando para ello siRNAs específicos contra 
las subunidades catalíticas de este enzima. Cuarenta y ocho horas tras la transfección de 
las células los niveles de AMPKα y pACC se encontraron reducidos tanto a 10 nM 
como a 20 nM de siRNA. A continuación analizamos la capacidad de incorporación de 
BrdU en células control y transfectadas con siRNA contra AMPK, pudiendo observar 
una disminución significativa de ésta en ambas líneas celulares (Figura 18A). 
Finalmente pudimos observar que, al igual que en el modelo de ratón, la disminución de 
los niveles de AMPK iban acompañados de una reducción de la fosforilación de Rb en 
las líneas celulares U87MG y U373MG a una concentración de 10nM y 20nM siRNA 
(Figura 18B). Estos datos demuestran que AMPK presenta un importante papel sobre la 
capacidad proliferativa de líneas de glioma humano, y este efecto está mediado, al 





Figura 18: Efecto del silenciamiento de AMPK en líneas de glioma humano. A. Niveles de 
incorporación de BrdU en las líneas U87MG y U373MG a las 48 horas tras la transfección. Los datos 
fueron analizados con t-test * p<0,0026, ** p<0,0001 contra condiciones control. B. Niveles de 









3.3 El Compuesto C reduce el crecimiento de gliomas humanos 
in vivo 
 
Nuestros datos demuestran que la inhibición de AMPK reduce el crecimiento de 
astrocitos de ratón que expresan Ras oncogénico, así como en líneas de glioma humano 
in vitro. Sin embargo, los diferentes tipos de estrés que experimentan las células de 
tumores sólidos in vivo (hipoxia y estrés metabólico) podrían afectar el papel de AMPK 
en la biología tumoral. Para determinar el efecto de la inhibición de AMPK por 
compuesto C in vivo, realizamos inyecciones de las líneas tumorales de glioma humano 
utilizadas en ratones inmunodeficientes (SCID) con el fin de obtener tumores. 
Inyecciones subcutáneas de 2,5x106 células de la línea U87MG formaron tumores en un 
corto periodo de tiempo (4 días). Como previamente había sido descrito por otros 
autores[348], no fuimos capaces de obtener tumores de la línea U373MG inyectando 






Figura 19: Efecto de compuesto C sobre crecimiento tumoral. Cuando los tumores derivados de la 
línea U87MG alcanzaron un tamaño de 10mm3 (dia1) se trataron los ratones con compuesto C 10mg/Kg 
o con vehiculo. A. Curva de crecimiento tumoral. Control (n=7), compuesto C (n=6). B. Tasa de 
superciencia de los ratones tratados y no tratados con compuesto C. Control (n=7), compuesto C (n=6). 




Cuando los tumores desarrollados por los ratones a partir de células de la línea U87MG 
alcanzaron un tamaño medible (10 mm3), se realizó una única inyección i.p. con 
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compuesto C (10mg/Kg) o vehiculo y se determinó diariamente el cambio de volumen 
de los tumores. Al igual que sucedió con los experimentos in vitro, el tratamiento con 
compuesto C disminuyó significativamente el crecimiento tumoral (Figura 19A). 
Además, la tasa de supervivencia, determinada mediante las curvas de Kaplan-Meier, 
mostró un incremento significativo cuando los ratones fueron tratados con compuesto C 
(Figura 19B). Estos datos indican que en el ambiente tumoral, la activación de AMPK 
es necesaria para mantener el crecimiento de gliomas. 
 
 
3.4 El efecto de la inhibición de AMPK sobre la proliferación de 
gliomas de origen humano in vivo está mediado por Rb 
 
Para analizar si el mecanismo responsable del efecto del compuesto C sobre los gliomas 
in vivo era el mismo que el observado in vitro, determinamos los niveles de 
proliferación y apoptosis en muestras de los tumores desarrollados por los ratones. El 
tratamiento con compuesto C no produjo cambios en los niveles de caspasa-3 activa de 
los tumores (Figura 20A). Sin embargo, pudimos detectar una disminución significativa 
de los niveles de proliferación mediante detección por inmunohistoquimica de la 
incorporación de BrdU, así como por la reducción de los niveles de pHistona H3 
(Figura 20A y B). Finalmente estudiamos el posible papel de la relación AMPK-Rb en 
la proliferación de los tumores tratados o no tratados con compuesto C. De acuerdo con 
nuestros resultados previos, la fosforilación de Rb disminuyó en paralelo con la 
reducción de la actividad de AMPK demostrada como pACCSer79 en tumores de ratones 
que habían sido tratados con compuesto C (Figura 20C). 
 
Por tanto, todos nuestros resultados muestran un importante papel de AMPK en la 
regulación del crecimiento celular inducido durante tumorogénesis, y que este efecto 




































Figura 19: Efecto de compuesto C sobre proliferación en tumores gliales derivados de la linea 
U87MG. A. Inmunohistoquimica mostrando incorporación de BrdU, niveles de pHistona H3 y Caspasa-3 
activa a los 8 días de haber sido tratados los ratones con compuesto C. B. Cuantificación de los niveles de 
incorporación de BrdU. Los datos fueron analizados con t-test * p<0,0001 contra animales no tratados. C. 
Niveles de expresión de pACC, pRb Ser807/811 y α-Tubulin de muestras de tumores 8 días tras el tratamiento 






























Aunque Otto Warburg propuso hace 100 años una relación entre el metabolismo celular 
y la tumorogénesis[1], los mecanismos celulares y moleculares involucrados en ella 
todavía no han sido esclarecidos. Una de las posibles uniones entre metabolismo y 
cáncer es AMPK. Este enzima es un sensor metabólico encontrado en todos los 
eucariotas que regula el metabolismo de la glucosa, lípidos y proteínas en respuesta a un 
cambio en la disponibilidad de nutrientes, diferentes tipos de estrés y regulación 
hormonal. Trabajos recientes han relacionado además AMPK con el crecimiento y la 
supervivencia celular, pero el papel de este enzima en cáncer es contradictorio. Así, 
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mientras en varios modelos de cáncer la señalización a través de AMPK aparece 
alterada y su activación se ha propuesto como una aproximación terapéutica[344], otros 
trabajos han encontrado una activación de AMPK en tumores y su inhibición induce la 
reducción del crecimiento tumoral[317-319]. Todo esto indica que el papel de AMPK en 
crecimiento y proliferación celular no está todavía claro. En este trabajo, hemos 
evaluado la regulación del metabolismo lipídico, la proliferación celular, y su posible 
interrelación con AMPK en un modelo de glioma murino con la activación de dos rutas 
de señalización (PI3K/AKT y Raf/MEK/ERK). Se eligieron estas dos vías de 
señalización puesto que ambas aparecen frecuentemente activadas en este tipo de 
tumores y se han relacionado con el metabolismo celular[70, 102, 103]. Asimismo también 
hemos estudiado el papel de AMPK en tumores humanos utilizando para ello líneas 
celulares de glioma. 
Como era esperado la sobreactivación de la vía de Raf/MEK/ERK indujo un aumento 
significativo en la proliferación celular. Sin embargo, la deleción de Pten no tuvo 
prácticamente ningún efecto. Del mismo modo hemos podido observar efectos claros de 
la activación de la vía de Ras sobre AMPK y sobre metabolismo de lípidos, pero a lo 
largo de todo nuestro trabajo, la deleción de Pten no produjo grandes efectos en ninguno 
de los parámetros que hemos estudiado. 
 
 
1. Activación de AMPK 
 
La ruta clásica de activación de AMPK implica una reducción en la disponibilidad de 
nutrientes y consiguiente reducción en los niveles de ATP celulares. En estas 
condiciones de depleción energética, AMPK inhibe las vías anabólicas y estimula las 
catabólicas para conseguir restablecer el balance energético y actúa como un supresor 
tumoral induciendo la parada del ciclo celular[241, 242]. Nuestros resultados muestran 
elevados niveles de pAMPK inducidos por la activación de las rutas oncogénicas y éste 
es el primer trabajo donde se demuestra este efecto. Trabajos recientes han observado 
altos niveles de pAMPK en cáncer de próstata y glioma[318, 319], pero en estos trabajos se 
ha hipotetizado que la activación de AMPK fue consecuencia de la hipoxia o isquemia 
del ambiente tumoral. Sin embargo en este trabajo nosotros mostramos que AMPK 
aparece activada en astrocitos con Ras oncogénico no sólo tras 7 días en cultivo sino 
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también 24 horas después de que el medio de cultivo fuera añadido a las células. Esto 
indica que la señalización oncogénica y no la hipoxia o la depleción de glucosa fue la 
responsable de esta activación en nuestro modelo. La activación de AMPK en ausencia 
de un estrés energético ya ha sido demostrada por otros autores. Así por ejemplo 
diversas hormonas, tales como leptina, adiponectina e interleukina-6, o las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) activan AMPK[349, 350].  Curiosamente estas adipokinas se 
han relacionado con en el desarrollo y progresión de algunos tipos de tumores[351]. Estos 
datos parecen indicar la existencia de dos vías de activación de AMPK, una vía clásica 
que implica la depleción energética, y otra vía que se relaciona con rutas de señalización 
celular implicadas en metabolismo, proliferación y daño en DNA. En cualquier caso, 
AMPK actúa como un factor de supervivencia protegiendo a las células de distintos 
tipos de estrés incluyendo hipoxia y deprivación de nutrientes[317, 352-355] inhibiendo 
rutas anabólicas tales como la transcripción de proteínas y la síntesis de ácidos grasos y 
colesterol, limitando de esta forma la utilización de ATP durante el estrés energético. 
Todo esto hace posible el crecimiento celular bajo condiciones extremas. La activación 
de AMPK mostrada por células que presentan Ras oncogénico podría constituir, 
entonces, una clara ventaja para ellas en el microambiente tumoral.  
 
 
2. Metabolismo de lípidos y AMPK 
 
En células de glioma, la glucólisis aparece frecuentemente incrementada y es la ruta 
más importante para obtener energía y macromoléculas en estas células[49]. Uno de los 
destinos que puede seguir la glucosa es su conversión a lípidos, lo cual ocurre mediante 
la lipogénesis de novo. El objetivo es proporcionar un mayor aporte de lípidos a las 
células. Trabajos previos han mostrado que los niveles de FASN y la síntesis de novo de 
FA aparecen incrementados en un amplio rango de células tumorales, a pesar del 
aumento en consumo energético que esto conlleva[176-188]. Además se ha propuesto que 
la sobreexpresión e hiperactividad de FASN juegan un importante papel en el 
mantenimiento del fenotipo agresivo en células tumorales[312-315]. 
Menos conocido es el papel de los lípidos extracelulares en el metabolismo tumoral. Se 
ha observado que algunos tipos tumorales presentan una expresión incrementada de 
receptores de lipoproteínas tales como VLDLr o LDLr y a pesar de que no se ha llegado 
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a estudiar el papel de estos receptores en el metabolismo de las células tumorales, sí se 
ha propuesto una implicación de ellos en la patogénesis del cáncer[333-335]. 
 
 
2.1. Lipoproteínas y AMPK 
 
Nuestros primeros experimentos mostraron que los eventos oncogénicos descritos 
desencadenaban en astrocitos una total dependencia de lípidos extracelulares. 
Concretamente, la incubación de estas células en medio sin lipoproteínas reducía el 
crecimiento celular en aquellos grupos experimentales que presentaban los eventos 
oncogénicos. La inhibición de la proliferación fue únicamente recuperada cuando se 
añadieron al medio de cultivo una combinación de al menos dos familias de 
lipoproteínas siendo necesaria la presencia de HDL en todas ellas.  
En nuestro modelo la expresión de Ras oncogénico aumentó la expresión y los niveles 
proteicos de los receptores de lipoproteínas VLDLr, LDLr y ABCG1, implicados en el 
reconocimiento de VLDL, LDL, y HDL respectivamente. La funcionalidad de estos 
receptores era esencial para el crecimiento celular de los astrocitos con los eventos 
oncogénicos. De hecho el bloqueo del VLDLr con TFPIc23 redujo el crecimiento de las 
células con H-RasV12 en un 30%, y el bloqueo conjunto de VLDLr y LDLr con RAP 
impidió prácticamente el efecto proliferativo de H-RasV12. . 
A diferencia de LDLr y ABCG1, VLDLr ha sido relacionado con proliferación y 
apoptosis. De esta forma y a parte de la función de VLDLr como un receptor de 
lipoproteínas, VLDLr puede activar rutas de señalización celular, tales como Ras y 
Akt[356, 357]. De hecho trabajos previos han mostrado que TFPIc23 presenta una 
actividad anti-angiogénica y anti-tumoral inhibiendo la ruta de ERK inducida por 
VLDLr[162]. Nuestros datos muestran que TFPIc23 reduce la proliferación inducida por 
oncogenes exclusivamente por inhibir la interacción entre VLDL y VLDLr, sin afectar a 
la señalización celular inducida por este receptor (vía Raf/MEK/ERK o PI3K/Akt). 
Todos estos datos ponen de manifiesto que los astrocitos con activación de la ruta 
Raf/MEK/ERK o PI3K/Akt necesitan grandes cantidades de lípidos extracelulares para 
poder proliferar y por lo tanto los receptores de lipoproteínas podrían ser considerados 
como posibles dianas terapéuticas en cáncer. 
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Trabajos recientes han demostrado que AMPK actúa en células hepáticas regulando la 
expresión de receptores de lipoproteínas y que su deleción desencadena la reducción de 
los receptores[358]. Este papel de AMPK podría interrelacionar los elevados niveles de 
AMPK activo con la sobreexpresión de los receptores de lipoproteínas que hemos 
observado en nuestras células, poniendo a AMPK como un punto de unión entre 
oncogénesis y dependencia de lípidos exógenos.  
 
 
2.2. Síntesis de FA y AMPK 
 
La expresión de Ras oncogénico así como la deleción de Pten desencadenan un 
incremento de los niveles de FASN. Este incremento parece ser proporcional a los 
niveles de proliferación celular y probablemente estén mediados por el aumento de 
SREBP-1 el mayor factor implicado en la regulación de la expresión de FASN. 
Trabajos previos han mostrado que AMPK inhibe la expresión de FASN, el 
procesamiento de SREBP-1 y su actividad transcripcional[359]. Sin embargo, en nuestro 
modelo la activación de AMPK inducida por la expresión de Ras oncogénico coexiste 
con altos niveles de FASN y SREBP-1, probablemente indicando un cambio en la 
especificidad de sustrato de AMPK o un papel predominante de Ras sobre SREBP-1[102, 
230]. Curiosamente ya se ha demostrado una coexistencia de altos niveles de FASN, 
SREBP-1 y AMPK en cáncer de próstata[177, 319, 360]. 
A pesar del incremento de los niveles de FASN observados con la expresión de Ras 
oncogénico, la síntesis de FA determinada como actividad ACC-FASN no resultó 
incrementada, incluso cuando las células fueron cultivadas en LPDM. Este bajo nivel de 
actividad ACC-FASN se correlacionó con la inhibición de ACC por fosforilación 
debido a la activación de AMPK. Los niveles de pACC en células con expresión de Ras 
oncogénico se mantuvieron elevados incluso en medio con baja cantidad de 
lipoproteínas.  
Datos de otros autores han demostrado en células tumorales una síntesis de lípidos 
incrementada debida a un aumento de la síntesis de novo de FA. En nuestros datos 
también se observa un incremento de la síntesis de lípidos en células con Ras 
oncogénico, determinada como incorporación de 14C en lípidos tras incubación de las 
células con 14C-glucosa, pero este incremento fue probablemente debido a la 
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modificación de lípidos tomados del medio de cultivo y no a un incremento de la 
síntesis de novo de FA, ya que el aumento en lípidos marcados en células con H-RasV12 
no se observaba cuando las células eran cultivadas en LPDM. Por tanto, aunque los 
hallazgos de altos niveles de FASN en células tumorales fue interpretado en ocasiones 
como un incremento del nivel de síntesis de novo de FA[312, 340] nosotros mostramos que 
ambos eventos no siempre se correlacionan. Es razonable entonces proponer que, como 
se ha sugerido previamente[361], la síntesis de FA puede no ser esencial para células con 
altos niveles de proliferación cuando una cantidad suficiente de lípidos extracelulares 
están presentes en su entorno. Ello indica que el origen de los lípidos empleados por las 
células tumorales puede variar dependiendo del estado de AMPK y esto debería ser 
tenido en consideración cuando se planteen nuevas dianas terapéuticas. 
 
 
3. Proliferación, apoptosis y AMPK 
 
En células epiteliales normales, AMPK es un potente inhibidor de la proliferación, y ha 
sido considerado como un supresor tumoral por su actividad como quinasa de p53 e 
inhibidor de la ruta de mTOR. Sin embargo su papel en la biología del cáncer todavía 
no se ha aclarado. Nuestros resultados apoyan la hipótesis de AMPK como un inductor 
de proliferación en células gliales tumorales in vitro e in vivo, promoviendo la 
progresión del ciclo celular mediante la fosforilación de Rb. Trabajos recientes han 
observado altos niveles de pAMPK en cáncer de próstata y tumores gliales de rata[318, 
319], y la inhibición de AMPK en las células tumorales prostáticas reduce su nivel de 
proliferación, lo que apoya la idea de AMPK como inductor de proliferación en 
condiciones oncogénicas[319]. En este trabajo nosotros hemos demostrado que a pesar de 
los altos niveles de pAMPK desencadenados por los eventos oncogénicos no tiene lugar 
una entrada de los astrocitos en apoptosis. El crecimiento celular se mantuvo aún en 
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3.1. Oncogénesis y AMPK nuclear 
 
Uno de los puntos de regulación más importantes que pueden determinar el 
comportamiento de AMPK es su localización celular. Aunque AMPK puede 
encontrarse en el núcleo y en el citoplasma celular[243], el mecanismo exacto que regula 
su distribución intracelular todavía no ha sido totalmente elucidado. Una localización en 
los diferentes compartimentos celulares sería critico para dar una respuesta apropiada a 
estímulos intra y extracelulares, llevando a la fosforilación de distintas dianas, y por lo 
tanto a la regulación de diferentes funciones. En células de mamífero, la leptina[263], el 
choque térmico y la densidad celular[264] han sido propuestos como mecanismos que 
inducen la translocación de AMPK al núcleo. Además, también se ha demostrado que 
isoformas de AMPK se acumulan en el núcleo de forma circadiana[362], y en células 
musculares AMPK se transloca al núcleo después del estrés provocado como 
consecuencia del ejercicio[262]. En este trabajo nosotros mostramos que la localización 
nuclear de pAMPK se incrementó por la expresión de Ras oncogénico y/o la deleción 
de Pten, indicando un papel de AMPK en el núcleo de estas células. Asimismo la 
expresión de H-RasV12 desencadenó el incremento de los niveles de AMPKβ1 y una 
reducción de los niveles de AMPKβ2, lo cual refuerza la hipótesis de una importante 
función de AMPK a nivel nuclear, porque, como ya ha sido descrito, la localización 
nuclear de AMPK está relacionada con la expresión de la subunidad reguladora β1[299]. 
El aumento de la localización nuclear de AMPK a causa de la expresión de H-RasV12 o 
delección de Pten podría tener importantes consecuencias funcionales. El efecto 
aparentemente más esperado sería un aumento de la fosforilación de sus sustratos 
nucleares. Así entre las dianas nucleares de AMPK se encuentran factores de 
transcripción tales como PGC1α y PPaRγ[278, 364-366] (implicadas en la regulación del 
metabolismo), o la histona H2B[367] (relacionada con ciclo celular). A parte de estos, 
recientemente se han atribuído otros papeles a la localización de AMPK en el núcleo, 
siendo el más importante su capacidad de fosforilar a Rb, lo que pone de manifiesto su 
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3.2. Rb, AMPK y prolilferación 
 
Nuestros resultados indican que AMPK es un inductor de la proliferación celular en 
células de glioma murino y humano, y que uno de los mecanismos involucrados en esta 
función es su capacidad de fosforilar Rb.  
En astrocitos de ratón la elevación de los niveles de pAMPK nuclear como 
consecuencia de los eventos oncogénicos se corrrelacionó con altos niveles de 
pRbSer800/804. Además la inhibición de AMPK  con compuesto C redujo la incorporación 
de de BrdU e indujo una reducción de los niveles de pRbSer800/804 tanto en astrocitos que 
expresaban H-Rasv12 como en líneas de glioma humano (U87MG y U373MG). Ya que 
se han descrito muchos efectos independientes de AMPK para el compuesto C[346, 347], 
determinamos la posible función de esta molécula en proliferación utilizando astrocitos 
con delección de las subunidades catalíticas del enzima. Igual que sucedió con el 
compuesto C, la delecion de AMPK redujo significativamente el crecimiento y los 
niveles de pRbSer800/804 de células que expresaban Ras oncogénico, sin que ello afectara 
al nivel de apoptosis o senescencia. Esto probablemente indica que los astrocitos 
normales cultivados en medio de cultivo completo (con abundantes nutrientes) no 
requieren AMPK para crecer. Sin embargo en  las células que expresan H-RasV12, la 
activación de AMPK es esencial para su crecimiento, para poder regular el metabolismo 
celular e inducir la fosforilación de Rb. Este papel fundamental de AMPK en el 
crecimiento celular inducido por oncogenes fue observado no sólo en modelos de ratón, 
sino también en las dos líneas de glioma utilizadas en este trabajo. Así, el bloqueo de la 
expresión de AMPK con siRNA redujo significativamente la capacidad proliferativa de 
ambas líneas.  
Finalmente, pudimos demostrar que una sola dosis de compuesto C reduce 
significativamente el crecimiento en ratones SCID de tumores formados a partir de la 
línea U87MG, incrementándose la supervivencia de los animales tratados. Una vez más 
cuando estudiamos los mecanismos moleculares involucrados en este efecto, pudimos 
demostrar niveles reducidos de pRbSer800/804 y niveles reducidos de proliferación.  
En conclusión, en células normales AMPK es activado por diferentes tipos de estrés 
incluyendo deprivación de nutrientes o bajos niveles de O2 e induce supervivencia 
celular por adaptaciones metabólicas y parada de crecimiento. Sin embargo situaciones 
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oncogénicas, tales como la presencia de H-Rasv12, activa AMPK el cual promueve el 
crecimiento celular por inhibir rutas que consumen ATP y por fosforilar Rb.  
Este estudio ha pretendido arrojar luz sobre la regulación del metabolismo celular 
durante el proceso de iniciación de astrocitomas/glioblastomas.. La identificación de 
AMPK como importante regulador no sólo del metabolismo celular de lípidos, sino 
también del ciclo celular implica una aproximación terapéutica presentando a AMPK 
como una posible diana farmacológica en el tratamiento de pacientes con 


























La expresión de H-RasV12 en astrocitos de ratón desencadena la activación de AMPK e 
induce una dependencia de los lípidos extracelulares.  
 
La activación de AMPK en un contexto oncogénico favorece el crecimiento celular 
actuando por lo menos a dos niveles: reduce el gasto energético con la inhibición de 
rutas anabólicas (como la síntesis de novo de FA, o la vía de TSC2/mTOR) y promueve 
el ciclo celular fosforilando a Rb y favoreciendo la proliferación. 
 
Tanto el bloqueo de receptores de lipoproteínas como la inhibición de AMPK podrían 
constituir buenas dianas terapéuticas para el tratamiento de tumores gliales con altos 

























H-Rasv12 expression in mice astrocytes increases extracellular lipid dependence and 
AMPK activity in order to allow tumour growth. 
 
AMPK activation by oncogenic events reduces energy expenditure by inhibiting de 
novo FA synthesis and the TSC2/mTOR pathway, and induces Rb phosphorylation, 
playing a crucial role in glioma cell growth.  
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